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Τμήμα της Παρούσας Διδακτορικής Διατριβής χρηματοδοτήθηκε από το Ίδρυμα Κρατικών Υποτρο-
φιών, ΕΠΙΧΕΙΡΗΣΙΑΚΟ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ «ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΑΝΘΡΩΠΙΝΟΥ ΔΥΝΑΜΙΚΟΥ, ΕΚΠΑΙΔΕΥΣΗ ΚΑΙ ΔΙΑ 
ΒΙΟΥ ΜΑΘΗΣΗ»  (ΕΣΠΑ 2014-2020), Πράξη με τίτλο «Πρόγραμμα χορήγησης υποτροφιών για μετα-
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 Τριμελής Συμβουλευτική Επιτροπή  
Λεωνίδας Δημήτριος (Επιβλέπων Καθηγητής) 
Καθηγητής Βιοχημείας, Τμήμα Βιοχημείας & Βιοτεχνολογίας, Πανεπιστήμιο Θεσσα-
λίας 
Κοντού Μαρία 
Επίκουρος Καθηγήτρια Πρωτεϊνικής Χημείας, Τμήμα Βιοχημείας & Βιοτεχνολογίας, 
Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας 
Ψαρρά Άννα-Μαρία 
Επίκουρος Καθηγήτρια Βιοχημείας, Τμήμα Βιοχημείας & Βιοτεχνολογίας, Πανεπι-
στήμιο Θεσσαλίας 
 Επταμελής Εξεταστική Επιτροπή  
Λεωνίδας Δημήτριος (Επιβλέπων Καθηγητής) 
Καθηγητής Βιοχημείας, Τμήμα Βιοχημείας & Βιοτεχνολογίας, Πανεπιστήμιο Θεσσα-
λίας 
Πουλάς Κωνσταντίνος 
Αναπληρωτής Καθηγητής Βιοχημείας, Τμήμα Φαρμακευτικής, Πανεπιστήμιο Πα-
τρών 
Ψαρρά Άννα-Μαρία 
Επίκουρος Καθηγήτρια Βιοχημείας, Τμήμα Βιοχημείας & Βιοτεχνολογίας, Πανεπι-
στήμιο Θεσσαλίας 
Κοντού Μαρία 
Επίκουρος Καθηγήτρια Πρωτεϊνικής Χημείας, Τμήμα Βιοχημείας & Βιοτεχνολογίας, 
Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας 
Γιαννούλη Περσεφόνη 
Επίκουρος Καθηγήτρια, Τμήμα Γεωπονίας Φυτικής Παραγωγής και Αγροτικού Περι-
βάλλοντος, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας 
Παπαδόπουλος Γεώργιος 
Επίκουρος Καθηγητής Βιοφυσικής με έμφαση στη Μελέτη της Δομής - Λειτουργίας 
Πρωτεϊνών, Τμήμα Βιοχημείας & Βιοτεχνολογίας, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας 
Σκαμνάκη Βασιλική 
Λέκτορας Βιοχημείας- Μεταβολισμού, Τμήμα Βιοχημείας & Βιοτεχνολογίας, Πανε-
πιστήμιο Θεσσαλίας 
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Αριθμός προκαταρκτικών σελίδων: 9 
Συνολικός αριθμός σελίδων: 267 
Αριθμός πινάκων: 31 
Αριθμός εικόνων: 108 
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Σίγουρα πολλοί από τους αναγνώστες της παρούσας διατριβής δε θα μπουν 
στον κόπο να διαβάσουν τις ευχαριστίες, και θα πάνε κατευθείαν στα κεφάλαια που 
αφορούν τα Υλικά-Μεθόδους και τα Αποτελέσματα. Για μένα όμως, είναι αυτό που 
πρέπει να διαβαστεί πρώτο, γι’ αυτό και εισάγεται στις πρώτες σελίδες. Διότι οι κα-
θηγητές και οι φίλοι που αναφέρονται στις ευχαριστίες αποτελούν ένα ζωντανό 
κομμάτι αυτής, το οποίο επηρέασε τόσο τις πειραματικές διαδικασίες, όσο και τη 
συγγραφή. Ορισμένες φορές οι λέξεις φαντάζουν φτωχές! Επειδή όμως τα γραπτά 
είναι αυτά που μένουν, θα προσπαθήσω να αποτυπώσω τις ευχαριστίες μου όσο το 
δυνατόν καλύτερα.  
Ποτέ δε θεώρησα ότι η διδακτορική διατριβή του καθενός αποτελεί μια απλή 
εργασία! Πιστεύω πως είναι ένας μακρύς δρόμος, ενώ το τελικό αποτέλεσμα δεν 
είναι ένας κορνιζαρισμένος πάπυρος. Είμαι σχεδόν σίγουρος πως μετά από λίγα 
χρόνια θα ξεχάσω πολλά από τα πειράματα που έκανα για να αποκτήσω το παρόν 
διδακτορικό (η φυσιολογική φθορά της μνήμης), ποτέ όμως δε θα ξεχάσω τα πνευ-
ματικά αγαθά! Γιατί δε γίνεται να ξεχαστούν. Αρετές όπως η επιμονή , η υπομονή, η 
αποφασιστικότητα αλλά και η ταπεινοφροσύνη είναι τα μεγαλύτερα διδάγματα αυ-
τής… Και για να μην μακρηγορώ, θα ξεκινήσω με τις ευχαριστίες.  
Πρώτον από όλους θα ήθελα να ευχαριστήσω τον επιβλέποντα καθηγητή 
μου Δημήτριο Λεωνίδα. Δεν θα πω τα κοινότυπα που λένε όλοι. Θα εστιάσω μόνο  
στις πολλές αρετές που μου δίδαξε. Δε θα ξεχάσω ποτέ τον τρόπο με τον οποίο μου 
μιλούσε και το πόσο με υπολόγιζε από την πρώτη μου κιόλας μέρα στο εργαστήριο. 
Στην αρχή και για αρκετό διάστημα έλεγε πράγματα που δεν τα καταλάβαινα, όχι 
γιατί δεν τα έλεγε σωστά, αλλά γιατί εγώ δεν είχα το επιστημονικό υπόβαθρο να τα 
καταλάβω! Τελικά, με την δική του αρωγή, έφτασα στο σημείο να αντιλαμβάνομαι  
ένα μεγάλο μέρος των συζητήσεών μας και του είμαι ευγνώμον γι’αυτό. Επίσης, τον 
ευχαριστώ για τη στήριξη του σε κάθε λογής πρόβλημα, που ήταν εκεί για μένα. 
Μάλιστα πολλές φορές σε προβλήματα που αφορούσαν το εργαστήριο, με έκανε να 
νοιώθω πως μόνος μου βρήκα τη λύση! Μάλλον δεν το ένοιωθα μόνο, με ωθούσε να 
το πιστεύω κιόλας. Στην πραγματικότητα όταν έκλεινα την πόρτα του γραφείου του, 
το οποίο ήταν πάντα ανοιχτό, αισθανόμουν πως είχα ύψος τρία μέτρα (ενώ είμαι 
1,74). Όλα αυτά γιατί πάντα (ακόμη και μετά από διαφωνίες μας), αποκόμιζα κάτι. 
Ένα κομμάτι των γνώσεων που απέκτησα από τα τόσα χρόνια δίπλα του, παρουσιά-
ζεται στις παρακάτω σελίδες. Νοιώθω τόσο τυχερός που συνεργάστηκα μαζί του, και 
ελπίζω η συνεργασία μας να μην σταματήσει εδώ. 
Θα συνεχίσω τις ευχαριστίες μου με την Λέκτορα Βίκυ Σκαμνάκη. Αρκετά από 
τα αποτελέσματα της παρακάτω διατριβής αποτελούν κομμάτι των σκέψεων της και 
της εμπειρίας της πάνω στο θέμα. Πολλές ήταν οι φορές που την θαύμαζα για τον 
περίπλοκο τρόπο σκέψης της, ενώ δεν ήταν και λίγες αυτές που μετά τις συναντή-
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σεις μας ένοιωθα το κεφάλι μου να κάνει ‘ΜΠΑΜ’. Ένα άλλο στοιχείο της, άξιο θαυ-
μασμού, είναι η υπομονή της. Πρώτον απέναντί μου (καθώς στην αρχή τουλάχιστον 
δεν γνώριζα σχεδόν τίποτα από αυτά που μου έλεγε) και δεύτερον απέναντι στο 
project! Ένα project δύσκολο και απαιτητικό το οποίο απαιτούσε ατελείωτες ώρες 
δουλειάς. Δεν ήταν λίγες οι φορές που κάναμε  μαζί πειράματα τόσο στο δικό μας 
εργαστήριο, όσο και σε άλλα εργαστήρια της Ελλάδας και του εξωτερικού. Μάλιστα 
πολλές φορές ενώ εκνευριζόταν που δεν είχαμε τα αναμενόμενα αποτελέσματα, 
μετά από καθαρή και ψύχραιμη σκέψη μου έδινε το κουράγιο και τη δύναμη να συ-
νεχίσω. Πραγματικά, της χρωστάω πολλά!  
Ένα μεγάλο κομμάτι αυτού του ταξιδιού και των οκτώ υπέροχων χρόνων μου 
στο Εργαστήριο Δομικής και Λειτουργικής Βιοχημείας το οφείλω στην Επίκουρη κα-
θηγήτρια Μαρία Κοντού. Ποτέ δε θα ξεχάσω την πρώτη μας συνάντηση στο γραφείο 
της για το θέμα της προπτυχιακής μου εργασίας. Στην αρχή ήταν διστακτική καθώς 
δεν ήμουν το πρότυπο φοιτητή… παρόλα αυτά όμως, μου έδειξε εμπιστοσύνη και 
μου ανέθεσε ένα αρκετά δύσκολο θέμα. Όλα αυτά τα χρόνια της συνεργασίας μας 
προσπαθούσε συνεχώς να μου μεταλαμπαδεύσει όσο το δυνατόν περισσότερες 
γνώσεις, και με στήριζε να συνεχίσω την ερευνά μου. Επίσης ποτέ δε θα ξεχάσω την 
ευγένεια της κάθε φορά που χτυπούσα τη πόρτα του γραφείου της. Ότι και εάν έκα-
νε το παραμέριζε, για να με ακούσει και να με συμβουλέψει. Ήταν δίπλα μου όποια 
στιγμή και εάν την χρειαζόμουν τόσο με την ηθική στήριξη της, όσο και με την επι-
στημονική. Τα λόγια της: «Οι εύκολες πρωτεΐνες δουλεύτηκαν Γιώργο μου. Εσείς κα-
λείστε να λύσετε τα δύσκολα», αποτέλεσαν κίνητρο για μένα. Την ευχαριστώ από 
καρδιάς. 
Μεγάλες ευχαριστίες οφείλω και στον Επίκουρο καθηγητή Γεώργιο Παπαδό-
πουλο. Αρχικά τον ευχαριστώ θερμά για τις πρώιμες μελέτες που πραγματοποίησε 
στο EMBL του Αμβούργου, για το βιοφυσικό χαρακτηρισμό της ανθρώπινης μυϊκής 
υπομονάδας α της κινάσης (αν και  τα αποτελέσματα δεν ήταν αυτά που περιμένα-
με, και γιατί να είναι άλλωστε;) μετά από συζητήσεις, μας άνοιξε ένας νέος δρόμος. 
Τον ευχαριστώ επίσης για τις εύστοχες παρατηρήσεις του κατά την συγγραφή της 
παρούσας διατριβής, αλλά και τις πολύτιμες συμβουλές του στην ερμηνεία των α-
ποτελεσμάτων. 
Τις ευχαριστίες μου επίσης θέλω να εκφράσω και στην Επίκουρη καθηγήτρια  
Άννα-Μαρία Ψαρρά. Η ενασχόλησή της με κάθε λογής πρόβλημα του εργαστηρίου, 
καθώς και οι συμβουλές της ήταν σημαντικές. Την ευχαριστώ επίσης για τον  χρόνο 
που διέθεσε στην διόρθωση και στην κρίση της διδακτορικής μου διατριβής. 
Θα ήθελα επίσης να ευχαριστήσω από καρδιάς τον Αναπληρωτή καθηγητή 
Κωνσταντίνο Πουλά και την Επίκουρη καθηγήτρια Περσεφόνη Γιαννούλη για την τι-
μή που μου πρόσφεραν να βρίσκονται στην Επταμελή Εξεταστική Επιτροπή και για 
τον πολύτιμο χρόνο που διέθεσαν για τη μελέτη και κρίση της διατριβής. 
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Ευχαριστώ επίσης τον Επίκουρο Καθηγητή  Νικόλαο Μπαλατσό ως μέλος του 
εργαστηρίου Δομικής και Λειτουργικής Βιοχημείας. Η πόρτα του γραφείου του ήταν 
πάντα ανοιχτή. Οι συζητήσεις μας κάθε φορά έκλειναν με ευχάριστη διάθεση, και οι 
συμβουλές του ήταν ‘to the point’. 
Θερμές ευχαριστίες θέλω να εκφράσω στον Ερευνητή Β Σπυρίδωνα Ζωγρά-
φο και στην Μεταδιδακτορική Ερευνήτρια Κατερίνα Τσιτσάνου. Στο εργαστήριο τους 
ήμουν πάντα καλοδεχούμενος. Δε θα ξεχάσω ποτέ τη σοβαρότητα που αντιμετώπι-
ζαν τα προβλήματά μου στη διεξαγωγή των πειραμάτων, αλλά και τις συμβουλές 
τους. Επιπλέον, θέλω να ευχαριστήσω την Ερευνήτρια Α Αγγελική Χρόνη για την πο-
λύτιμη βοήθεια της στην εκτέλεση των πειραμάτων κυκλικού διχρωισμού, καθώς και 
την καθηγήτρια Catherine Vénien-Bryan για τα πειράματα αρνητικής χρώσης ΕΜ.  
Ένα μεγάλο ευχαριστώ επίσης στο καθηγητή Σέρκο Χαρουτουνιάν και στο 
Εργαστήριο Φυσιολογίας Θρέψεως & Διατροφής του Γεωπονικού Πανεπιστημίου 
Αθηνών, αλλά και στην υποψήφια διδάκτορα του εργαστηρίου του Άννα Αποστό-
λου, για την υπέροχη συνεργασία που είχαμε όλα αυτά τα χρόνια και την παροχή 
των εκχυλισμάτων Punica Granatum και Rosaceae που θα δείτε και στα αποτελέ-
σματα. 
Ξεχωριστή θέση στις ευχαριστίες αυτής της διατριβής κατέχει ο μεταδιδα-
κτορικός Ερευνητής και φίλος Πέτρος Γκιάστας. Ένας άνθρωπος ο οποίος με βοήθη-
σε τόσο στη διεξαγωγή πειραμάτων Δυναμικής Σκέδασης Φωτός, στο Εργαστήριο 
Μοριακής Βιολογίας και Ανοσοβιοτεχνολογίας του ινστιτούτου Pasteur με υπεύθυνο 
καθηγητή τον Σωκράτη Τζάρτο, όσο και στη συλλογή δεδομένων κρυσταλλογραφίας 
ακτίνων-Χ στο EMBL του Αμβούργου. Του εύχομαι καλή συνέχεια και πολλές δημο-
σιεύσεις γιατί τις αξίζει. 
Η εμπειρία μου όλα αυτά τα χρόνια στο εργαστήριο επισφραγίστηκε με δυ-
νατές φιλίες. Αρχικά θα ήθελα να ευχαριστήσω τις Δρ. Σταματίνα Γιαννούλη και Δρ. 
Ζωή Καρούλια που από την αρχή με αγκάλιασαν και με τις πολύτιμες συμβουλές 
τους αντιμετώπισα τις δυσκολίες των πρώτων πειραμάτων. Ευχαριστώ επίσης τον 
Δρ. Παναγιώτη Μαραγκοζίδη και τον υποψήφιο Διδάκτορα (έχεις και πολλούς τίτ-
λους Θάναρε) Κυρίτση Αθανάσιο για την παρέα και τις καθοδηγήσεις του. Κάθε λο-
γής πρόβλημα δίπλα τους ήταν μηδαμινό, λόγω του μοναδικού χαρακτήρα τους και 
του απίστευτου χιούμορ τους. Θέλω επίσης να ευχαριστήσω την Δρ. Ελένη Γαλλιο-
πούλου από το εργαστήριο Γενετικής, Εξελικτικής και Συγκριτικής Βιολογίας για όλη 
της την βοήθεια και την στήριξη κατά την διάρκεια των πειραμάτων, αλλά και της 
συγγραφής μου. Είναι ένας μοναδικός άνθρωπος με απίστευτη θέληση, μεθοδικότη-
τα σκέψης, αποφασιστικότητα και της αξίζουν πολλά συγχαρητήρια. Ευχαριστώ επί-
σης τους υποψήφιους διδάκτορες Γιάννη Τσιάλτα, Κατερίνα Καρρά, Γοργογιέτα Βύ-
ρωνα, Φωτεινή Καλούση, Διονύση Αντωνόπουλο και Ειρήνη Παπαναστάση για τις 
συζητήσεις που μοιραστήκαμε, αλλά και τις λύσεις που προσπαθήσαμε να βρούμε 
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στα τρέχοντα προβλήματα. Τους εύχομαι καλή συνέχεια στα πειράματά τους και κα-
λά αποτελέσματα. Ευχαριστώ επίσης όλα τα μέλη (προπτυχιακούς και μεταπτυχια-
κούς φοιτητές) του εργαστηρίου Δομικής και Λειτουργικής Βιοχημείας για την άψο-
γη συνεργασία τους όλα αυτά τα χρόνια. 
Το πιο δύσκολο είναι να ευχαριστήσεις τα άτομα της ομάδας σου, μιας δεμέ-
νης και δυνατής ομάδας που ελπίζω να μη χαθούμε ποτέ! Ευχαριστώ την Δρ Χριστί-
να Δράκου, τους προπτυχιακούς φοιτητές (Θωμά Μπάρκα, Ευγενία Σταμάτη, Αγγε-
λική Εξάρχου), τους μεταπτυχιακούς φοιτητές (Αναστασία Γκούσκου, Συμεών Κούλα 
και Αναστασία Τσαγκαράκου) και τους υποψήφιους διδάκτορες Μπέτυ Λίγγρη, Θύ-
μιο Κυριάκη, Θεοδώρα Σολοβού, Όλγα Παπαϊωάννου και Ραφαέλα Μπέτα (που εάν 
και άνηκε σε άλλη ομάδα, εγώ ποτέ δε το κατάλαβα). Όσο πλούσια και εάν είναι η 
ελληνική γλώσσα, στη δική μου περίπτωση φαντάζει φτωχή για να περιγράψει αυτά 
που νοιώθω για τα συγκεκριμένα άτομα. Πολύ δυνατά συναισθήματα, γεμάτα μο-
ναδικές στιγμές χωρίς αυτό να σημαίνει πως ήταν πάντα όμορφες (παράπονο δεν 
έχω, είχαν απ’ όλα)! Τους ευχαριστώ για τη βοήθεια σε όλα τα πειράματα που οδη-
γούν στα παρακάτω αποτελέσματα, αλλά και την ανοχή που έδειχναν στα νεύρα 
μου κατά τη συγγραφή της παρούσας διατριβής. Πάντα θα είμαι εκεί για αυτούς σε 
οτιδήποτε με χρειαστούν! 
Μέλη της παραπάνω ομάδας, όσο μακριά και να ‘ναι, είναι για μένα και οι 
φίλες Δρ. Δήμητρα Χατζηλεοντιάδου και η Δρ. Αναστασία Καντσάδη (η λεγόμενη 
‘Dream Team’ σύμφωνα με το καθηγητή μας). Η καθεμιά τους με δίδαξε διαφορετι-
κά πράγματα. Η Νατάσσα με έκανε πιο δυνατό και επίμονο (λόγω της αυστηρής κρι-
τικής της), ενώ η Δήμητρα με έμαθε να αντιμετωπίζω τα πράγματα ως έχουν και κά-
θε φορά να προσπαθώ να λύσω το κάθε πρόβλημα. Δεν ήταν λίγες οι φορές μάλι-
στα με τη Δήμητρα που αντιμετωπίσαμε τόσο εύκολες όσο και δύσκολες στιγμές, 
γεγονός που έκανε τη φιλία μας ακόμη πιο δυνατή. Μπορεί στην αρχή και οι δυο 
τους να ήταν σκληρές απέναντί μου, αλλά στην πραγματικότητα αυτή τους η συμπε-
ριφορά με βοήθησε να αντιμετωπίσω όλα τα μετέπειτα προβλήματα της παρούσας 
διατριβής.  
Κλείνοντας, θα ήθελα να  εκφράσω το μεγαλύτερο ευχαριστώ στην οικογέ-
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G1P 1-φωσφορική γλυκόζη 
G6P 6-φωσφορική γλυκόζη 
GLUT Μεταφορέας γλυκόζης 
UDP-Glc Ουριδιφωσφορική γλυκόζη 
GBE Ένζυμο διακλάδωσης γλυκογόνου 
GSD Ασθένειες αποθήκευσης του γλυκογόνου 
PhK Κινάση της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου 
GP Φωσφορυλάση του γλυκογόνου 
PYGL Ηπατική φωσφορυλάση του γλυκογόνου 
PYGM Μυϊκή φωσφορυλάση του γλυκογόνου 
PYGB Φωσφορυλάση του γλυκογόνου του εγκεφάλου 
GDE Ένζυμο αποδιακλάδωσης γλυκογόνου 
AMP 5’-μονοφωσφορική αδενοσίνη 
IMP 5’-μονοφωσφορική ινοσίνη 
PP1 Πρωτεϊνική φωσφατάση 1 
ATP Τριφωσφορική αδενοσίνη 
ADP Διφωσφορική αδενοσίνη 
rmGP Φωσφορυλάση του γλυκογόνου από μυϊκό ιστό κουνελιού  
hlGP Ανθρώπινη ηπατική φωσφορυλάση του γλυκογόνου  
PLP 5’-Φωσφορική πυριδοξάλη 
Ki Σταθερά αναστολής 
GPa Φωσφορυλάση του γλυκογόνου α 
GPb Φωσφορυλάση του γλυκογόνου β 
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ΣΔ Σακχαρώδης Διαβήτης 
Mg2+ Ιόντα μαγνησίου 
Mn2+ Ιόντα μαγγανίου 
cAMP Κυκλική 5’-μονοφωσφορική αδενοσίνη 
FDA Παγκόσμιος Οργανισμός Φαρμάκων  
SBS  Περιοχή δέσμευσης υποστρώματος 
GS Συνθάση του γλυκογόνου 
SDS Δωδεκυλοθειϊκό νάτριο 
PKA Πρωτεϊνική κινάση Α 
IP3 1,4,5-τριφωσφορική ινοσιτόλη 
Ca2+  Ιόντα ασβεστίου 
ΕΜ  Ηλεκτρονιακή Μικροσκοπία 
PDB Πρωτεϊνική Βάση Δεδομένων 
DLS Δυναμική Σκέδαση Φωτός 
CD Κυκλικός Διχρωισμός 
pI Ισοηλεκτρικό σημείο 
Km Σταθερά Michaelis-Menten 
Kmapp Φαινομενική σταθερά Michaelis-Menten 
DTT Διθειοθρεϊτόλη  
EDTA Αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ 
CaCl2 Χλωριούχο ασβέστιο 
(CH3COO)2Mg Οξικό μαγνήσιο 
BSA Βόεια Αλβουμίνη Ορού 
Pi Ορθοφωσφορικό ανιόν 
HCl Υδροχλώριο 
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NaOH Υδροξείδιο του Νατρίου 
DMSO Διμεθυλοσουλφοξείδιο 
NaN3 Sodium Azide 
hmPHKA Ανθρώπινη μυϊκή υπομονάδα α της κινάσης της φωσφορυλάσης 
του γλυκογόνου 
hlPhKγtrunc Ανθρώπινη ηπατική δραστική καταλυτική υπομονάδα γ (επικράτεια 
κινάσης 1-298) 
rmPhKγtrunc γ καταλυτική υπομονάδα της κινάσης της φωσφορυλάσης του γλυ-
κογόνου από σκελετικούς μύες κουνελιού 
IPTG Ισοπρόπυλο-θείο-γαλακτοζίτης 
Ni2+ Ιόντα νικελίου 
β-GP μετά νατρίου άλας της β-φωσφορικής γλυκερόλης 
PMSF φθοριούχο φαινυλομεθυλοσουλφονύλιο 
NaCl Χλωριούχο νάτριο 
MTG Μόνο-θείο-γλυκερόλη 
PCR Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 
Vmax Μέγιστη ταχύτητα ενζυμικής αντίδρασης 
KCl Χλωριούχο κάλιο 
ΙΒ Έγκλειστα σωμάτια 
TF Παράγοντας πυροδότησης 
Tris  Τρις (υδροξυμέθυλο)-αμινομεθάνιο 
BES Ν,Ν-δις (2-υροξυαιθυλο)-2-αμινοαιθανοσουλφονικό οξύ 
Hepes 4- (2-υδροξυαιθυλο) -1-πιπεραζινο-αιθανοσουλφονικό οξύ 
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Ο Σακχαρώδης διαβήτης τύπου 2 (ΣΔ2) είναι μια σοβαρή απειλή για την παγκόσμια 
υγεία, ενώ αποτελεί ένα τεράστιο κοινωνικό και οικονομικό πρόβλημα για τις ανα-
πτυγμένες και αναπτυσσόμενες χώρες. Τα φάρμακα που σχετίζονται με τη θεραπεία 
της διαταραχής συνδέονται με πολλές αρνητικές παρενέργειες μεταξύ των οποίων 
και ο κίνδυνος της υπογλυκαιμίας. Ο μεταβολισμός του γλυκογόνου ελέγχεται από 
ένα πλήθος ενζύμων με πολύπλοκο και δυναμικό τρόπο. Η φωσφορυλάση του γλυ-
κογόνου (GP) και η κινάση της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου (PhK) είναι δύο έν-
ζυμα με κρίσιμο ρόλο στο μεταβολισμό του γλυκογόνου και στη ρύθμιση των επι-
πέδων γλυκόζης στο αίμα.  
Στο πλαίσιο της διδακτορικής διατριβής μελετήθηκε η σχέση δομής-δράσης των δύο 
αυτών ενζύμων με απώτερο στόχο την εκμετάλλευση της παραγόμενης γνώσης στην 
ανακάλυψη νέων θεραπευτικών μέσων για το ΣΔ2. 
Η GP αποτελεί έναν επικυρωμένο στόχο για την ανακάλυψη αντι-υπεργλυκαιμικών 
παραγόντων για ασθενείς με ΣΔ2. Στο πρώτο μέρος της διατριβής αξιολογήθηκε η 
ανασταλτική δράση στη GP, πολυφαινολικών εκχυλισμάτων 19 παραπροϊόντων βι-
ομηχανικής χυμοποίησης ροδιού (Punica Granatum) και 23 φυτών της οικογένειας 
Rosaceae. Τα πλέον ισχυρά ανασταλτικά εκχυλίσματα εμφάνισαν τιμές IC50 χαμηλό-
τερες από 10 μg/mL. Με τη μέθοδο της κρυσταλλογραφίας συγγένειας προσδιορί-
στηκαν τα πλέον βιοδραστικά μόρια των εκχυλισμάτων. Για τα εκχυλίσματα από τα 
παραπροϊόντα βιομηχανικής χυμοποίησης ροδιού τα πλέον βιοδραστικά μόρια ήταν 
το ελλαγικό και το χλωρογενικό οξύ που βρέθηκαν συνδεδεμένα στο κέντρο ανα-
στολής και στο καταλυτικό κέντρο του ενζύμου, αντίστοιχα. Για τα εκχυλίσματα των 
Rosaceae τα πλέον βιοδραστικά μόρια ήταν η γλυκόζη, το ελλαγικό, το γαλλικό και 
το χλωρογενικό οξύ τα οποία βρέθηκαν συνδεδεμένα στο καταλυτικό κέντρο, στο 
κέντρο αναστολής και στο νέο αλλοστερικό κέντρο, αντίστοιχα. Η σύνδεση του χλω-
ρογενικού οξέος στην GP παρατηρήθηκε για πρώτη φορά και η δομική ανάλυση του 
συμπλόκου GP-χλωρογενικού οξέος στον κρύσταλλο, οδήγησε στη αποκάλυψη της 
δομικής βάσης της ανασταλτικής του δραστικότητας. Πρόσφατες μελέτες έχουν α-
ναδείξει τη χρησιμότητα φυτικών εκχυλισμάτων στην παραγωγή βιολειτουργικών 
προϊόντων διατροφής και τα αποτελέσματα των μελετών της παρούσας διατριβής 
αποτελούν ένα σημαντικό βήμα για το σχεδιασμό νεών βιολειτουργικών προϊόντων 
για ασθενείς με ΣΔ2.  
Η PhK ενεργοποιεί τη φωσφορυλάση b και τη μετατρέπει σε φωσφορυλάση a. Το 
ένζυμο είναι μία από τις πιο πολύπλοκες πρωτεϊνικές κινάσες, αποτελούμενη από 
τέσσερις υπομονάδες (α, β, γ και δ) με στοιχειομετρία δεκαεξαμερούς (αβγδ)4 και 
μοριακό βάρος 1,3 MDa. Στο δεύτερο μέρος της διατριβής, πραγματοποιήθηκαν  
βιοχημικές και βιοφυσικές μελέτες των υπομονάδων γ και α της PhK. Διεξήχθησαν 
μελέτες έκφρασης της κολοβωμένης ανθρώπινης ηπατικής υπομονάδας γ της PhK, 
σε βακτηριακά στελέχη E. coli και στη συνέχεια απομόνωσή της μέσω διαφόρων με-
θόδων χρωματογραφίας. Ακολούθησαν δοκιμές κρυστάλλωσης της πρωτεΐνης. Η 
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δεύτερη υπομονάδα που μελετήθηκε ήταν η α από την ανθρώπινη μυϊκή PhK. Αρχι-
κά έγιναν μελέτες βελτιστοποίησης του γονιδίου με σκοπό την  έκφρασή της στο 
βακτηριακό σύστημα E.coli. Το γονίδιο που ενισχύθηκε εισήχθηκε στο φορέα pETM-
11. Για την επιτυχή έκφρασή της στο διαλυτό κλάσμα, χρησιμοποιήθηκε ο μοριακός 
συνοδός Trigger Factor. Στη συνέχεια ακολούθησε χρωματογραφικός καθαρισμός 
της, και βιοφυσικές μελέτες με σκοπό τον προσδιορισμό της κατάστασης ολιγομερι-
σμού (πειράματα DLS), πειράματα προσδιορισμού του βαθμού αναδίπλωσης και 
ποσοτικοποίησης των στοιχείων της δευτεροταγούς δομής της (πειράματα CD), ενώ 
τέλος έγινε ανάλυση της ομοιογένειας και της καθαρότητας του δείγματος μέσω 
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 1. Σακχαρώδης Διαβήτης 
Μελέτες από τον 19ο αιώνα είχαν αναδείξει το σημαντικό ρόλο του ελέγχου των ε-
πιπέδων της γλυκόζης στο αίμα στην υγεία. Μετά την ανακάλυψη της ινσουλίνης 
στις αρχές του 20ου αιώνα, η έρευνα επικεντρώθηκε στην ομοιόσταση της γλυκόζης, 
και κυρίως στην έκκριση και τη δράση της ινσουλίνης στους περιφερικούς ιστούς 
όπως το ήπαρ, τους μυς και το λιπώδη ιστό (1). Η γλυκόζη αποτελεί την κύρια πηγή 
ενέργειας στον οργανισμό. Προέρχεται από τους υδατάνθρακες της τροφής αλλά 
παράγεται και ενδογενώς μέσω της γλυκογονόλυσης και της γλυκονεογένεσης. Η 
συγκέντρωση της γλυκόζης του αίματος εξαρτάται από τους σχετικούς ρυθμούς ει-
σόδου της γλυκόζης στην κυκλοφορία, καθώς και από τη χρησιμοποίησή της. Απο-
θηκεύεται, όπως θα αναφερθεί και παρακάτω, στον οργανισμό ως γλυκογόνο, που 
κινητοποιείται κατά τη διάρκεια της νηστείας. 
Η κύρια μεταβολική διαταραχή που σχετίζεται με την ομοιόσταση της γλυκόζης εί-
ναι ο σακχαρώδης διαβήτης (ΣΔ). Η διαταραχή χαρακτηρίζεται από υπεργλυκαιμία 
που οφείλεται σε προβλήματα στην έκκριση ή στη δράση της ινσουλίνης, ή σε συν-
δυασμό και των δύο. Η χρόνια υπεργλυκαιμία του ΣΔ προκαλεί μακροχρόνιες βλά-
βες στον οργανισμό .  
Η συντριπτική πλειοψηφία των περιπτώσεων διαβήτη εμπίπτουν σε δύο ευρείες 
αιτιοπαθογένειες: στο διαβήτη τύπου 1 (ΣΔ1) και στο διαβήτη τύπου 2 (ΣΔ2) (Εικόνα 
1).  
 
Εικόνα 1: Ο αριθμός των πασχόντων από ΣΔ στο Παγκόσμιο χάρτη για το 2017. Παρουσιάζεται επίσης και η 
πρόβλεψη του αριθμού των ασθενών το 2045 [IDF DIABETES ATLAS - 8TH EDITION, 
(https://orderclomid.info/2018/02/09/diabetes-type-1-type-2-difference-and-statistics/] 
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1.1 Σακχαρώδης Διαβήτης τύπου 1 (ινσουλινοεξαρτώμενος)  
Ο ΣΔ1 ή όπως συχνά αποκαλείται ο ινσουλινοεξαρτώμενος διαβήτης αντιπροσω-
πεύει περίπου το 5-10% των ασθενών. Χαρακτηρίζεται από αυτοάνοση καταστροφή 
των β-κυττάρων του παγκρέατος, τα οποία είναι υπεύθυνα για την έκκριση ινσουλί-
νης. Λόγω της ανεπάρκειας στην έκκριση της ινσουλίνης παρεμποδίζεται η είσοδος 
γλυκόζης στα κύτταρα και το ήπαρ παραμένει σε κατάσταση γλυκονεογένεσης και 
κετογένεσης ενώ αναστέλλεται η γλυκόλυση. Οι ασθενείς με ΣΔ1 είναι άμεσα εξαρ-
τώμενοι από την χορήγηση ινσουλίνης (ινσουλινοεξαρτώμενος) (2).  
Ο ρυθμός καταστροφής των β-κυττάρων ποικίλει μεταξύ των ασθενών. Σε άλλα ά-
τομα είναι ραγδαίος (κυρίως σε βρέφη και παιδιά), ενώ σε άλλα αργός (κυρίως ενή-
λικες). Η αυτοάνοση καταστροφή των β-κυττάρων οφείλεται σε πολλαπλούς γενετι-
κούς παράγοντες αλλά σχετίζεται επίσης και με περιβαλλοντικούς παράγοντες οι 
οποίοι μέχρι σήμερα εξακολουθούν να μην είναι καλά καθορισμένοι. Μερικοί α-
σθενείς, ιδιαίτερα παιδιά και έφηβοι, ενδέχεται να εμφανίσουν κετοξέωση ως μια 
πρώτη εκδήλωση της νόσου. Άλλοι, έχουν μέτρια υπεργλυκαιμία που μπορεί όμως 
να αλλάξει γρήγορα σε σοβαρή υπεργλυκαιμία ή και κετοξέωση παρουσία λοίμωξης 
ή άλλης στρεσογόνου κατάστασης. Στους περισσότερους ασθενείς ανιχνεύονται αυ-
το-αντισώματα έναντι των β-κυττάρων του παγκρέατος και απαιτείται η χορήγηση 
εξωγενούς ινσουλίνης, αν και συνεχίζει να υπάρχει κίνδυνος εμφάνισης κετοξέωσης 
στον οργανισμό (2).  
Κατά τη διαβητική κετοξέωση η χαμηλή συγκέντρωση ινσουλίνης, σε αντίθεση με τις 
αντίθετες ρυθμιστικές ορμόνες (κορτιζόλη, γλυκαγόνη, αυξητική ορμόνη και κατε-
χολαμίνες), οδηγεί στην ενεργοποίηση της ορμονοευαίσθητης λιπάσης των τριακυ-
λο-γλυκερόλων και στην απελευθέρωση ελεύθερων λιπαρών οξέων. Αυτά μετατρέ-
πονται, στο ήπαρ, σε κετονοσώματα που απελευθερώνονται στη κυκλοφορία (1, 3). 
Οι ασθενείς με ΣΔ1 έχουν αυξηθεί στις αναπτυγμένες χώρες από τη δεκαετία του 
1950 μέχρι σήμερα. Μια πρόσφατη ανησυχητική πρόβλεψη αναφέρει ότι θα διπλα-
σιαστούν τα περιστατικά μέχρι το 2020, και ιδιαίτερα τα περιστατικά που αφορούν 
παιδιά ηλικίας κάτω των 5 ετών (4). 
1.2 Σακχαρώδης Διαβήτης τύπου 2 (μη ινσουλινοεξαρτώμενος) 
Τα άτομα που νοσούν από ΣΔ2 παρουσιάζουν αντίσταση στην ινσουλίνη και συνή-
θως έχουν σχετική (αντί για απόλυτη) ανεπάρκεια ινσουλίνης, που οφείλεται στην 
ελαττωμένη ευαισθησία των ιστών-στόχων στις μεταβολικές επιδράσεις της ινσου-
λίνης. Κατά την εμφάνιση της ασθένειας δεν εμφανίζεται αυτοάνοση καταστροφή 
των β-κυττάρων, επομένως τα άτομα δεν χρειάζονται τη χορήγηση ινσουλίνης για 
να επιβιώσουν. Μέχρι σήμερα παραμένει ακόμα άγνωστη η αιτιολογία εμφάνισης 
της νόσου (2). Αυτή η μορφή διαβήτη αντιπροσωπεύει περίπου το 90-95% των α-
σθενών με διαβήτη, και αναφέρεται συχνά ως μη ινσουλινοεξαρτώμενος-διαβήτης 
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τύπου 2 ή διαβήτης των ενηλίκων. Συχνά συνδέεται με ισχυρή γενετική προδιάθεση, 
ωστόσο τα γενετικά αίτια είναι περίπλοκα και ασαφή (2). Οι ασθενείς με ΣΔ2 εμφα-
νίζουν αυξημένα επίπεδα ινσουλίνης. Φυσιολογικά, τα υψηλά επίπεδα γλυκόζης 
στο αίμα θα οδηγούσαν σε ακόμη υψηλότερες τιμές ινσουλίνης εντούτοις, η έκκρι-
ση ινσουλίνης είναι ελαττωματική και ως εκ τούτου ανεπαρκής για να αντισταθμίσει 
την αντίσταση στην ινσουλίνη (2). 
Φαίνεται ότι η παχυσαρκία και η έλλειψη φυσικής άσκησης επιδρούν σημαντικά 
στην εκδήλωση της ασθένειας. Η αντίσταση στην ινσουλίνη μπορεί να μειωθεί με τη 
μείωση του βάρους ή και μέσω φαρμακευτικής θεραπείας αλλά σπάνια αποκαθί-
σταται σε φυσιολογικά επίπεδα. Οι ασθενείς που δεν είναι παχύσαρκοι (με κριτήρια 
βάρους) παρουσιάζουν αυξημένο ποσοστό σωματικού λίπους που κατανέμεται κυ-
ρίως στην κοιλιακή χώρα. Η κετοξέωση σπάνια εμφανίζεται αυθόρμητα σε αυτόν 
τον τύπο διαβήτη, ενώ όταν παρατηρείται, συνήθως προκύπτει σε συνδυασμό με 
μια άλλη ασθένεια. Σε αυτή τη μορφή διαβήτη δε γίνεται έγκαιρη διάγνωση διότι η 
υπεργλυκαιμία αναπτύσσεται βαθμιαία. Μάλιστα πολύ συχνά δεν υπάρχουν συ-
μπτώματα κατά τη διάγνωσή του. Παρόλα αυτά, οι ασθενείς αυτοί διατρέχουν αυ-
ξημένο κίνδυνο εμφάνισης μακροαγγειακών και μικροαγγειακών επιπλοκών (2).  
Η φαρμακευτική αγωγή για το ΣΔ2 στοχεύει στη ρύθμιση των επιπέδων γλυκόζης 
στο αίμα και περιλαμβάνει αναστολείς της α-γλυκοζιδάσης, θειαζολιδινεδιόνες και 
διαγουνιδίνες που παρουσιάζουν διαφορετικό τρόπο και στόχο δράσης αλλά και 
την χορήγηση ινσουλίνης. Οι θεραπευτικές αυτές προσεγγίσεις παρουσιάζουν ση-
μαντικές παρενέργειες, με το μεγαλύτερο πρόβλημα αυτών να είναι η πρόκληση 
έντονων υπογλυκαιμιών (5).   
1.3 Μεταβολισμός γλυκόζης 
Η φυσιολογική λειτουργία του ανθρωπίνου σώματος, προϋποθέτει αυστηρό έλεγχο 
των επιπέδων γλυκόζης στο αίμα. Αυτός επιτυγχάνεται με ένα εξαιρετικά εξελιγμένο 
δίκτυο ορμονών και νευροπεπτιδίων που απελευθερώνονται κυρίως από τον εγκέ-
φαλο, το πάγκρεας, το ήπαρ, το έντερο, καθώς και το λιπώδη και μυϊκό ιστό. Το πά-
γκρεας, μέσω των ορμονών (ιδιαίτερα της ινσουλίνης και της γλυκαγόνης) διατηρεί 
τα επίπεδα γλυκόζης στο αίμα εντός ενός πολύ στενού εύρους (4-6 mM). Αυτή η συ-
γκέντρωση επιτυγχάνεται με τις αντίθετες και ισορροπημένες δράσεις της γλυκαγό-
νης και της ινσουλίνης, που αναφέρονται ως ορμόνες ομοιόστασης της γλυκόζης. 
Κατά τη διάρκεια του ύπνου ή μεταξύ των γευμάτων, όταν τα επίπεδα γλυκόζης στο 
αίμα είναι χαμηλά, η γλυκαγόνη απελευθερώνεται από τα α-κύτταρα για να προά-
γει την ηπατική γλυκογονόλυση (6). Επιπλέον, οδηγεί στην ηπατική και νεφρική 
γλυκονεογένεση για να αυξήσει τα επίπεδα ενδογενούς γλυκόζης στο αίμα κατά τη 
διάρκεια παρατεταμένης νηστείας (7). Αντιθέτως, η έκκριση ινσουλίνης από τα β-
κύτταρα διεγείρεται από αυξημένα επίπεδα εξωγενούς γλυκόζης, όπως εκείνα που 
εμφανίζονται μετά από ένα γεύμα (Εικόνα 2) (8). Ο μηχανισμός παραγωγής ηπατι-
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κής γλυκόζης είναι ένας σημαντικός στόχος για τη θεραπεία του διαβήτη επειδή το 
ήπαρ αποτελεί τον κύριο ρυθμιστή των επιπέδων γλυκόζης του αίματος στη μετα-
γευματική κατάσταση αλλά και επειδή ο ρυθμός παραγωγής ηπατικής γλυκόζης σε 
διαβητικούς είναι σημαντικά αυξημένος σε σχέση με αυτόν των υγιών ατόμων (9). 
 
Εικόνα 2: Κατά τη μεταγευματική κατάσταση, τα β κύτταρα του παγκρέατος απελευθερώνουν 
ινσουλίνη για να αναστείλουν τη γλυκονεογένεση και τη γλυκογονόλυση, μειώνοντας την παραγωγή 
γλυκόζης στην κυκλοφορία. Η ινσουλίνη δρα επίσης στους περιφερικούς ιστούς για να αυξήσει την 
πρόσληψη γλυκόζης, με αποτέλεσμα τη μείωση της γλυκόζης στο αίμα. Κατά τη διάρκεια της 
νηστείας, τα α κύτταρα του παγκρέατος απελευθερώνουν γλυκαγόνη για να αυξήσουν τη 
γλυκονεογένεση και τη γλυκογονόλυση, αυξάνοντας την κυκλοφορία της γλυκόζης στο αίμα. Σε 
ασθενείς με διαβήτη, η δράση της ινσουλίνης μειώνεται στο ήπαρ και στους περιφερικούς ιστούς και 
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αυξάνεται η δράση της γλυκαγόνης που οδηγεί σε αυξημένη ηπατική γλυκονεογένεση και 
γλυκογονόλυση και κατ’ επέκταση αυξημένη απελευθέρωση γλυκόζης στην κυκλοφορία, μειωμένη 
πρόσληψη γλυκόζης στους περιφερικούς ιστούς (σκελετικούς μυς και λιπώδη ιστό) και αυξημένα 
επίπεδα γλυκόζης στο αίμα (10). 
1.4 Γλυκογόνο-Μεταβολισμός του γλυκογόνου 
Το γλυκογόνο είναι ένα διακλαδισμένο πολυμερές καταλοίπων γλυκόζης που υπάρ-
χει στα περισσότερα κύτταρα των θηλαστικών, και λειτουργεί ως  αποθήκη υδαταν-
θράκων που μπορεί γρήγορα να αποικοδομηθεί με φωσφορόλυση προς παραγωγή 
1-φωσφορικής γλυκόζης (G1P). Τα κατάλοιπα γλυκόζης στο διακλαδισμένο πολυμε-
ρές συνδέονται μεταξύ τους με  α-1,4 γλυκοζιτικούς δεσμούς κατά μήκος των γραμ-
μικών αλυσίδων και με α-1,6 γλυκοζιτικούς δεσμούς στις διακλαδώσεις που απα-
ντούν περίπου σε κάθε δέκατο κατάλοιπο (11, 12). Η ύπαρξη των διακλαδώσεων 
προσδίδει στο γλυκογόνο αφενός μεγαλύτερη διαλυτότητα και αφετέρου μεγάλο 
αριθμό τελικών καταλοίπων, τα οποία αποτελούν τις θέσεις δράσης τόσο της φω-
σφορυλάσης όσο και της συνθάσης του γλυκογόνου και τελικά αυξάνει τον ρυθμό 
τόσο της σύνθεσης όσο και της αποικοδόμησης του γλυκογόνου (Εικόνα 4Α) (12).  
Στους περισσότερους ιστούς, το γλυκογόνο χρησιμεύει ως πηγή 6-φωσφορικής γλυ-
κόζης (G6P) για τη γλυκόλυση. Ωστόσο, στο ήπαρ χρησιμεύει ως πηγή γλυκόζης για 
τη διατήρηση της ομοιόστασης της γλυκόζης του αίματος μεταξύ των γευμάτων, 
παρέχοντας γλυκόζη στην κυκλοφορία του αίματος και στα μυϊκά κύτταρα κατά τη 
διάρκεια συστολής των μυών.  Στη μετα-απορροφητική κατάσταση, η σχηματιζόμε-
νη από την αποικοδόμηση του γλυκογόνου G1P μετατρέπεται σε G6P από τη φω-
σφογλυκομουτάση και μεταφέρεται στο ενδοπλασματικό δίκτυο με σκοπό την υ-
δρόλυση της γλυκόζης (13).  
Οι δύο κύριες πηγές αποθήκευσης γλυκογόνου είναι το ήπαρ και οι σκελετικοί μύες 
(12). Ανιχνεύεται επίσης και σε ιστούς όπως ο εγκέφαλος, η καρδιά, ο νεφρός, ο λι-
πώδης ιστός και τα ερυθροκύτταρα, αλλά ο ρόλος του γλυκογόνου σε αυτούς τους 
ιστούς παραμένει κατά κύριο λόγο ακόμη άγνωστος. Η σύνθεση του γλυκογόνου 
πραγματοποιείται στο κυτταρόπλασμα από την εξωκυττάρια γλυκόζη που μεταφέ-
ρεται στα κύτταρα μέσω των μεταφορέων της γλυκόζης (GLUT) ή μέσω μιας έμμε-
σης οδού όπου το γαλακτικό και τα αμινοξέα (π.χ. αλανίνη), παράγουν G6P (Εικόνα 
3) (14). Μετά την είσοδο μέσα στα κύτταρα πραγματοποιείται φωσφορυλίωση της 
γλυκόζης σε G6P, ισομερισμός της προς G1P και σχηματισμός της 5'-UDP γλυκόζης, 
που είναι ο άμεσος δότης γλυκόζης στη σύνθεση του γλυκογόνου. Η γλυκογονίνη 
καταλύει τον σχηματισμό ενός πολυμερούς γλυκόζης (μικρού μεγέθους) που επε-
κτείνεται από τη δράση της συνθάσης του γλυκογόνου. Το ένζυμο διακλάδωσης του 
γλυκογόνου (GBE) εισάγει σημεία διακλάδωσης στα σωματίδια του γλυκογόνου. Το 
γλυκογόνο συσσωρεύεται στο ήπαρ κατά κύριο λόγο κατά τη διάρκεια της μεταγευ-
ματικής περιόδου και στον σκελετικό μυ, κυρίως μετά από άσκηση. Στο κυτταρό-
πλασμα, η διάσπαση του γλυκογόνου ή γλυκογονόλυση διεξάγεται από δύο ένζυμα, 
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τη φωσφορυλάση του γλυκογόνου και το ένζυμο αποδιακλάδωσης του γλυκογόνου 
το οποίο διασπά τα σημεία διακλάδωσης (15). 
 
Εικόνα 3: Βασικές οδοί σύνθεσης και αποικοδόμησης του γλυκογόνου. Η σύνθεση του γλυκογόνου 
αρχικά γίνεται με πρόσληψη της εξωκυττάριας γλυκόζης από τα κύτταρα μέσω του μεταφορέα της 
γλυκόζης, ενώ απαιτεί το σχηματισμό UDP-γλυκόζης από G1P και UTP, που καταλύεται από την 
πυροφωσφορυλάση της UDP-γλυκόζης. Η γλυκογονίνη-Ι μέσω του μεγάλου της καρβοξυτελικού 
άκρου αλληλεπιδρά απευθείας με τη συνθάση του γλυκογόνου η οποία είναι υπεύθυνη για το 
μεγαλύτερο μέρος της σύνθεσης του γλυκογόνου καταλύοντας το σχηματισμό των α-1,4-
γλυκοσιδικών δεσμών χρησιμοποιώντας την UDP-γλυκόζη ως δότη γλυκοζυλίου. Το ένζυμο 
διακλάδωσης του γλυκογόνου (GBE) καταλύει τη μεταφορά μοριών α-1,4 γλυκόζης συνδεδεμένων 
στο εξωτερικό «μη-αναγωγικό» άκρο μιας αναπτυσσόμενης αλυσίδας γλυκογόνου σε μια θέση α-1,6 
της ίδιας ή γειτονικής αλυσίδας. Η αποικοδόμηση του γλυκογόνου απαιτεί το συγχρονισμό της 
ενεργοποίησης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου και του ενζύμου αποδιακλάδωσης του 
γλυκογόνου. Η φωσφορυλάση του γλυκογόνου απελευθερώνει G1P από τον α-1,4-γλυκοσιδικό 
δεσμό και το ένζυμο αποδιακλάδωσης του γλυκογόνου καταλύει την απομάκρυνση των 
διακλαδώσεων. Το GDE μεταφέρει τρία μόρια γλυκόζης σε μια άλλη αλυσίδα γλυκογόνου και μετά 
διασπά υδρολυτικά το εναπομείνων μόριο γλυκόζη της διακλάδωσης, παράγοντας ελεύθερη 
γλυκόζη. Η προερχόμενη από γλυκογόνο G1P και η ελεύθερη γλυκόζη μπορούν να εισέλθουν στο 
μονοπάτι της γλυκολυτικής πορείας ή αυτής των φωσφορικών πεντοζών (PPP)(14). 
Τα φυτά αποθηκεύουν τη γλυκόζη με τη μορφή αμύλου, που αποτελεί μίγμα αμυ-
λοπεκτίνης (πολυσακχαρίτης χημικά παρόμοιος με το γλυκογόνο) και αμυλόζης (μη 
διακλαδισμένο γραμμικό πολυμερές γλυκόζης) (Εικόνα 4Β).  
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Τα σωματίδια του γλυκογόνου αποτελούνται από περίπου 55.000 κατάλοιπα γλυκό-
ζης. Στους σκελετικούς μυς έχουν διάμετρο 10-44 nm ενώ στο ήπαρ περίπου 110-
290 nm. Το γλυκογόνο μπορεί να ταυτοποιηθεί με ηλεκτρονιακή μικροσκοπία μέσα 
στα κύτταρα. Το μοντέλο της δομής του γλυκογόνου κατατάσσει τις αλυσίδες ως 
εσωτερικές (Β-αλυσίδες, οι οποίες περιέχουν συνήθως δύο διακλαδώσεις), και εξω-
τερικές (Α-αλυσίδες, οι οποίες είναι μη διακλαδισμένες). Ο γενικός μηχανισμός της 
σύνθεσης και της αποικοδόμησης του γλυκογόνου είναι ίδιος σε όλους τους ιστούς, 
ενώ η ρύθμιση του γλυκογόνου και ο μεταβολισμός του, διαφέρει (11, 14-16). 
 
 
Εικόνα 4: (A) Εικόνα στην οποία διακρίνονται  οι α-1,4 και α-1,6-γλυκοζιτικοι δεσμοί. (B) Το άμυλο, το 
γλυκογόνο και η κυτταρίνη, τρεις από τους σημαντικότερους πολυσακχαρίτες. Στην πρώτη σειρά, τα 
εξάγωνα αντιπροσωπεύουν μεμονωμένα μόρια γλυκόζης. Οι μικρογραμμές (κάτω σειρά) δείχνουν 
κοκκία αμύλου σίτου χρωματισμένα με ιώδιο (αριστερά), κόκκους γλυκογόνου (G) μέσα στο κύτταρο 
ενός κυανοβακτηρίου (μέση) και βακτηριακές ίνες κυτταρίνης (δεξιά). 
Η αποικοδόμηση του γλυκογόνου λαμβάνει χώρα τόσο στο κυτταρόπλασμα όσο και 
στο εσωτερικό των λυσοσωμάτων. Στα λυσοσώματα, η διάσπαση του γλυκογόνου 
επιτυγχάνεται με το ένζυμο των λυσοσωμάτων την α-γλυκοζιδάση (15). 
Μοριακές μεταβολές των γονιδίων που κωδικοποιούν τα ένζυμα που εμπλέκονται 
στο μεταβολισμό του γλυκογόνου μπορεί να προκαλέσουν τις ασθένειες αποθήκευ-
σης του γλυκογόνου (Glycogen Storage Diseases). Επιπλέον, κάποιες μεταλλάξεις 
στα γονίδια που κωδικοποιούν τα ένζυμα που εμπλέκονται στην γλυκολυτική πο-
ρεία έχουν επισημανθεί ως ασθένειες αποθήκευσης γλυκογόνου (Πίνακας 1) (15). 
Α 
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1.5 Ασθένειες που εμπλέκονται στο μεταβολισμό του γλυκογόνου (GSDs) 
Η πρώτη νόσος αποθήκευσης του γλυκογόνου περιγράφηκε από τον Edgar von 
Gierke το 1929 (12). Οι ασθένειες που σχετίζονται με την αποθήκευση γλυκογόνου ή 
γλυκογονιάσεις προκαλούνται από ανεπάρκεια των ενζύμων που ρυθμίζουν τη σύν-
θεση ή την αποικοδόμηση του γλυκογόνου. Το γλυκογόνο αποθηκεύεται κυρίως στο 
ήπαρ και στους μυς. Η ανεπάρκεια που μπορεί να παρατηρηθεί στο ήπαρ ή τους 
μυς, προκαλεί υπογλυκαιμία ή εναπόθεση μη φυσιολογικών ποσοτήτων γλυκογό-
νου στους ιστούς, αντίστοιχα (17). Οι ασθένειες αποθήκευσης γλυκογόνου προκα-
λούνται από μείωση της δραστικότητας της φωσφορυλάσης του ήπατος, και είναι 
μια ετερογενής ομάδα διαταραχών, που προκαλείται από την έλλειψη της κινάσης 
της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου (PhK). Η έλλειψη αυτή έχει ως αποτέλεσμα την 
αποτυχία ενεργοποίησης της ηπατικής φωσφορυλάσης, και αντιπροσωπεύει περί-
που το 25% όλων των περιπτώσεων GSD (Πίνακας 1) (17). Η έλλειψη της ηπατικής 
φωσφορυλάσης είναι σπάνια, εκτός από τη κοινότητα των Μεννονήτων όπου το 
0,1% των ατόμων έχουν την ασθένεια (18). Μεταλλάξεις σε τρία διαφορετικά γονί-
δια που κωδικοποιούν τις τρεις υπομονάδες της ΡhΚ (PHKA2, PHKB και PHKG2) οδη-
γεί σε μειωμένη δραστικότητα της ηπατικής φωσφορυλάσης (Πίνακας 1). Οι ασθέ-
νειες που σχετίζονται με το χρωμόσωμα Χ (XLG), προκαλούνται από μεταλλάξεις στο 
γονίδιο που κωδικοποιεί την ηπατική ισομορφή της α υπομονάδας της PhK (PHKA2), 
και αποτελούν το πιο κοινό τύπο ασθένειας (περίπου το 75% όλων των περιπτώσε-
ων). Περίπου 20 διαφορετικές μεταλλάξεις στο PHKA2 έχουν αναγνωριστεί στο XLG. 
Το ένζυμο απουσιάζει από το ήπαρ, αλλά η λειτουργία του είναι φυσιολογική στους 
μυς. Στον τύπο XLG II, η δραστικότητα της PhK είναι χαμηλή στο ήπαρ, αλλά είναι 
φυσιολογική ή αυξημένη στα ερυθροκύτταρα και στα λευκοκύτταρα. Ασθενείς με 
ανεπάρκεια στη δραστικότητα της φωσφορυλάσης γλυκογόνου δεν παρουσιάζουν 
κάποια χαρακτηριστική κλινική εικόνα σε σχέση με εκείνους που παρουσιάζουν έλ-
λειψη της ηπατικής κινάσης της φωσφορυλάσης. Επιπλέον, μεταλλάξεις στα PHKA2, 






































Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly














Πίνακας 1: Μερικές από τις ασθένειες που εμπλέκονται στο μεταβολισμό του γλυκογόνου(GSDs) (12, 
15, 17). 
2. Η φωσφορυλάση του γλυκογόνου 
Η φωσφορυλάση του γλυκογόνου (GP, EC 2.4.1.1), αποτελεί το καλύτερα μελετημέ-
νο ένζυμο από τους φαρμακευτικούς στόχους του ΣΔ2 (11). Υπάρχουν τρεις ισομορ-
φές της που κωδικοποιούνται από τρία διαφορετικά γονίδια. Αυτά είναι το PYGL 
(ηπατική φωσφορυλάση, αποτελούμενη από 846 κατάλοιπα), το PYGM (μυϊκή φω-
σφορυλάση, αποτελούμενη από 841 κατάλοιπα) και το PYGB (φωσφορυλάση του 
εγκεφάλου, αποτελούμενη από 862 κατάλοιπα). Η ομολογία των πρωτεϊνικών αλ-
ληλουχιών μεταξύ των τριών ισομορφών είναι αρκετά υψηλή σε ποσοστό 80%, ενώ 
παρατηρείται υψηλή ταυτοσημότητα μεταξύ των αλληλουχιών της ανθρώπινης και 
των ισομορφών άλλων οργανισμών σε ποσοστό ~97% (13).  
Η GP καταλύει τη διαδοχική απομάκρυνση καταλοίπων γλυκόζης από τα μη αναγω-
γικά άκρα του μορίου του γλυκογόνου (τα άκρα με μια ελεύθερη υδροξυλική ομάδα 
στον άνθρακα 4), μέσω της φωσφορόλυσης (χρησιμοποίηση ορθοφωσφορικών ιό-
ντων για την διάσπαση του υποστρώματος και την παραγωγή G1P). Η διαδικασία 
της φωσφορόλυσης πραγματοποιείται με τη βοήθεια του συνενζύμου φωσφορική 
πυριδοξάλη (PLP). Η φωσφορολυτική διάσπαση των α-1,4-γλυκοζιτικών δεσμών συ-
νεχίζεται μέχρι το τέταρτο κατάλοιπο από ένα σημείο διακλάδωσης. Η αποικοδόμη-
ση του γλυκογόνου συνεχίζεται με τη δράση δύο επιπλέον ενζύμων, μιας α-1,6 γλυ-
κοζιτάσης και μιας μεταφοράσης. Ο ρόλος της μεταφοράσης είναι η μετακίνηση μι-
ας ομάδας τριών καταλοίπων γλυκόζης από την εξωτερική διακλάδωση σε μία άλλη. 
Κατά τη μεταφορά μένει εκτεθειμένο μόνο ένα κατάλοιπο γλυκόζης που συνδέεται 
με α-1,6 γλυκοζιτικό δεσμό. Η α-1,6 γλυκοζιτάση, που είναι γνωστή και ως ένζυμο 
αποδιακλάδωσης, υδρολύει τον α-1,6 γλυκοζιτικό δεσμό. Κατά την υδρόλυση ένα 
μόριο γλυκόζης απελευθερώνεται το οποίο στη συνέχεια φωσφορυλιώνεται από 
την εξοκινάση αποδίδοντας G6P. Κατά αυτόν τον τρόπο έχουμε τη μετατροπή μέσω 
των δύο ενζύμων (μεταφοράση και ένζυμο αποδιακλάδωσης) από τη διακλαδισμέ-
νη δομή σε γραμμική, γεγονός που ανοίγει το δρόμο για περαιτέρω διάσπαση από 
τη φωσφορυλάση. Στους ευκαρυώτες η δραστικότητα της μεταφοράσης και της α-
1,6 γλυκοζιτάσης πραγματοποείται μέσω ενός διλειτουργικού ενζύμου, του ενζύμου 
αποδιακλάδωσης του γλυκογόνου GDE (12). 
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Υπό φυσιολογικές συνθήκες η λειτουργία της GP είναι η κατάλυση της προσθήκης 
ενός ορθοφωσφορικού ιόντος στον α-1,4 γλυκοζιτικό δεσμό μεταξύ δύο μονομερών 
του μορίου του γλυκογόνου. Αποτέλεσμα της παραπάνω ενέργειας είναι η παραγω-
γή G1P και γλυκογόνου κατά ένα λιγότερο κατάλοιπο γλυκόζης, όπως φαίνεται στην 
Εικόνα 5 (9). Η αντίδραση είναι αντιστρέψιμη in vitro και ο λόγος της ισορροπίας 
των συγκεντρώσεων [G1P]/[Pi] είναι 0,28 σε pH 6,8. Το ένζυμο, in vivo, λειτουργεί 
μόνο προς την πορεία της φωσφορόλυσης του γλυκογόνου, λόγω της συγκέντρωσης 
των ορθοφωσφορικών ιόντων που μέσα στα κύτταρα είναι σημαντικά μεγαλύτερη 
από αυτήν της G1P (19). 
Η δραστικότητα της φωσφορυλάσης στους μυς ανακαλύφθηκε το 1936 από τον 
Parnas και από τους Cori & Cori, ενώ από τότε μέχρι σήμερα η φωσφορυλάση εξα-
κολουθεί να αποτελεί αντικείμενο εντατικής έρευνας διεθνώς (20, 21). Η GP είναι 
ένα αλλοστερικό ένζυμο που ακολουθεί το μοντέλο των Monod, Wyman και 
Changeaux (22). Η GP απαντάται σε δύο αλληλομετατρεπόμενες διαμορφώσεις, μία 
ενεργή R (relaxed), υψηλής συγγένειας για τα υποστρώματα και τους τροποποιητές 
της και μια ανενεργή T (tight), χαμηλής συγγένειας για τα υποστρώματα και τους 
τροποποιητές, οι οποίες βρίσκονται πάντα σε ισορροπία μεταξύ τους. Η ηπατική 
φωσφορυλάση που αρχικά βρέθηκε στο ήπαρ ενώ εν συνεχεία αποκαλύφθηκε ότι 
βρίσκεται παντού εκτός του εγκεφάλου, των σκελετικών μυών και των μυοκυττάρων 
της καρδιάς, έχει ομοιοστατικό ρόλο ρυθμίζοντας την παραγωγή γλυκόζης. Η μυϊκή 
φωσφορυλάση βρίσκεται σε ανενεργή κατάσταση και έχει ως φυσιολογικό ρόλο να 
διοχετεύει ενέργεια τους μύες κατά τη συστολή, με μετάπτωση αυτής από την Τ- 
στην R- στερεοδιαμόρφωση παρουσία του αλλοστερικού τροποποιητή ΑΜΡ (23).  
Η κύρια οδός για τη φυσιολογική ενεργοποίηση ή την αναστολή της δράσης του εν-
ζύμου περιλαμβάνει τη μετατροπή της φωσφορυλάσης b σε φωσφορυλάση a με 
φωσφορυλίωση της Ser14 από την κινάση της φωσφορυλάσης (η δράση της ελέγχε-
ται επίσης από ορμονικά σήματα) ή τη μετατροπή της φωσφορυλάσης a σε b με την 
αποφωσφορυλίωση της Ser14 από την πρωτεϊνική φωσφατάση 1 (PP1), αντίστοιχα 
(24-26). Η φωσφορυλίωση της φωσφoρυλάσης b και η μετατροπή της σε a έχει σαν 
αποτέλεσμα τη δημιουργία ενός ενζύμου που είναι ενεργό απουσία AMP, αν και η 
δραστικότητα του μπορεί να αυξηθεί περαιτέρω (10%) από την παρουσία της. Η 
φωσφορυλάση a έχει μεγαλύτερη συγγένεια για την AMP (100 φορές μεγαλύτερη 
σε σχέση με την φωσφορυλάση b) αλλά μικρότερη συγγένεια για ΑΤΡ, ADP και G6P 
(27, 28). Κατά τη διάρκεια της φωσφορυλίωσης ή της αποφωσφορυλίωσης σχηματί-
ζεται ένα υβρίδιο ab που εμφανίζει ενδιάμεσες ενζυμικές ιδιότητες (29). 
Η GP κατέχει κυρίαρχο ρόλο στο μεταβολισμό, αποτελώντας ουσιαστικά τον αισθη-
τήρα γλυκόζης. Σε περιπτώσεις που παρατηρείται περίσσεια γλυκόζης η πρόσδεση 
της στη GPa μετατοπίζει την αλλοστερική ισορροπία από την ενεργό μορφή R στην 
ανενεργό μορφή T. Με την αλλαγή αυτή καθιστά τη φωσφορική ομάδα της Ser14 
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ένα εύκολα προσβάσιμο υπόστρωμα για την PP1, η οποία και προκαλεί την απενερ-
γοποίηση του ενζύμου (12). Ο πρόσφατος προσδιορισμός της δομής της φωσφορυ-
λάσης του εγκεφάλου (PYGB), απέδειξε ότι εντοπίζεται σχεδόν αποκλειστικά στον 
ιστό του εγκεφάλου και στα μυοκύτταρα της καρδιάς. Η παρουσία της φωσφορυ-
λάσης του εγκεφάλου τόσο στον καρδιακό μυ, όσο και στο πλάσμα του αίματος σε 
αυξημένη συγκέντρωση κατά την ισχαιμία υποδηλώνει ότι η PYGB θα μπορούσε να 
αποτελέσει ένα δείκτη της οξείας στεφανιαίας νόσου (30, 31). 
  
Εικόνα 5: Η αντίδραση που καταλύει η φωσφορυλάση του γλυκογόνου (12). 
Η πλειονότητα των μελετών αναστολέων της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου έχει 
διεξαχθεί στη μυϊκή φωσφορυλάση του γλυκογόνου από κονίκλους (rmGP) (32, 33). 
Η  ομολογία της αμινοξικής αλληλουχίας μεταξύ της ανθρώπινης μυϊκής και της 
rmGPb  είναι 79% (34), εντούτοις το καταλυτικό κέντρο, που αποτελεί στόχο των 
αναστολέων, είναι απόλυτα συντηρημένο στα δύο ένζυμα. Τα τρία ισοένζυμα που 
υπάρχουν στον άνθρωπο έχουν 80-83% ομολογία στην αμινοξική αλληλουχία. Επί-
σης μεταξύ της rmGPa και της ανθρώπινης ηπατικής φωσφορυλάσης (hlGPa), που 
είναι ο φαρμακευτικός στόχος για το ΣΔ2, δεν υπάρχουν δομικές διαφορές στο κα-
ταλυτικό κέντρο (100% συντήρηση). Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι αναστολείς 
που σχεδιάζονται και παράγονται με βάση τη δομή της rmGP αναστέλλουν αναλό-
γως και την hlGP (35). Εκτός όμως από τη φωσφορυλάση των θηλαστικών υπάρχουν 
και σε άλλους οργανισμούς ένζυμα που καταλύουν την αντίδραση φωσφορόλυσης, 
όπως είναι το γεώμυλο, η  E. coli, η ζύμη και ο μυξομύκητας Dictyostelium (23). Ο 
υψηλός βαθμός ομοιότητας του ενεργού κέντρου, της θέσης δέσμευσης του γλυκο-
γόνου και της θέσης πρόσδεσης της φωσφορικής πυριδοξάλης υποδεικνύουν τη συ-
ντήρηση του καταλυτικού μηχανισμού φωσφορόλυσης κατά τη διάρκεια της εξέλι-
ξης (12).  
2.1 Ενεργειακό πλεονέκτημα της φωσφορολυτικής διάσπασης του γλυκογόνου 
Με τον όρο ενεργειακό πλεονέκτημα εννοούμε τη μη σπατάλη ενέργειας. Αυτό επι-
τυγχάνεται μέσω του ήδη φωσφορυλιωμένου σακχάρου που προκύπτει κατά την 
αντίδραση της φωσφορυλάσης. Εάν συνέβαινε υδρολυτική διάσπαση το μόριο της 
γλυκόζης θα έπρεπε να φωσφορυλιωθεί, καταναλώνοντας ένα μόριο ATP για να ει-
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σαχθεί στη γλυκολυτική πορεία. Έτσι εξηγείται γιατί η φωσφορολυτική διάσπαση 
του γλυκογόνου πλεονεκτεί ενεργειακά έναντι της υδρολυτικής διάσπασης. Ένα ε-
πιπλέον πλεονέκτημα της παραγωγής G1P έναντι της παραγωγής γλυκόζης, είναι ότι 
υπό φυσιολογικές συνθήκες η G1P έχει αρνητικό φορτίο μέσα στα κύτταρα των 
μυών και δεν μπορεί να διαχυθεί προς το εξωτερικό του κυττάρου (12). 
2.2 Η συμμετοχή της φωσφορικής πυριδοξάλης  
Η 5΄ φωσφορική πυριδοξάλη (PLP) είναι απαραίτητος συμπαράγοντας για τη δράση 
του ενζύμου (κατά την απομόνωση της μυϊκής φωσφορυλάσης από μυϊκό ιστό κου-
νελιού η συνδεδεμένη PLP προσδίδει στο ένζυμο ένα έντονο κίτρινο χρώμα), ενώ 
αποτελεί μέρος του καταλυτικού κέντρου της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου. Η 
αλδεϋδική ομάδα της PLP συνδέεται με δεσμό βάσης Schiff με τη λυσίνη 680 
(Lys680), όπως φαίνεται στην Εικόνα 6, όπου αναλύεται ο ρόλος της συμμετοχής της 
PLP στην αντίδραση που καταλύει το ένζυμο. Η 5΄-φωσφορική ομάδα της PLP λει-
τουργεί υπό τη μορφή ενός διανιόντος ως δότης/δέκτης πρωτονίων, σύμφωνα με το 
γενικό σχήμα της οξεοβασικής κατάλυσης. Όταν η αντίδραση προχωράει προς τα 
εμπρός (φωσφορόλυση α-1,4 γλυκοζιτικού δεσμού), το πρώτο βήμα που πραγματο-
ποιείται είναι η πρωτονίωση του οξυγόνου του γλυκοζιδίου από το ορθοφωσφορικό 
ιόν. Το οξοκαρβονίδιο που σχηματίζεται σταθεροποιείται από το ορθοφωσφορικό 
ανιόν. Η επακόλουθη ομοιοπολική πρόσδεση της φωσφορικής ομάδας οδηγεί στο 
σχηματισμό της G1P. Όταν η αντίδραση συμβαίνει κατά την αντίθετη κατεύθυνση 
(σύνθεση των ολιγοσακχαριτών) η πρωτονίωση της φωσφορικής ομάδας της G1P 
αποσταθεροποιεί το γλυκοζιτικό δεσμό ευνοώντας το σχηματισμό του ζεύγους γλυ-
κοζυλοοξοκαρβονικού ιόντος - ορθοφωσφορικό ανιόν. Το ορθοφωσφορικό ανιόν 
διευκολύνει ουσιαστικά την πυρηνόφιλη προσβολή του τελευταίου κατάλοιπου του 
γλυκοζιδίου στο καρβονικό ιόν. Αυτή η αλληλουχία γεγονότων οδηγεί στο σχηματι-
σμό του α-1,4-γλυκοζιτικού δεσμού και στην αύξηση του αριθμού των γλυκοζιτικών 
κατάλοιπων στον αρχικό ολιγοσακχαρίτη. Οι φωσφορικές ομάδες της PLP και του 
υποστρώματος προσεγγίζουν η μία την άλλη σε απόσταση ενός δεσμού υδρογόνου 
με αποτέλεσμα να είναι επιτρεπτή η μεταφορά πρωτονίων και έτσι η 5’-φωσφορική 
ομάδα της PLP να λειτουργεί ως μεταφορέας πρωτονίων που επαναφορτίζει το φω-
σφορικό ανιόν του υποστρώματος (21, 36). Στην Τ- στερεοδιαμόρφωση της GPb η 
5’-φωσφορική ομάδα της PLP βρίσκεται με τη μορφή του μονοϊόντoς και το ένζυμο 
έχει χαμηλή συγγένεια για το υπόστρωμα ενώ κατά την μετάπτωση στην R-
στερεοδιαμόρφωση η κατάσταση του ιονισμού μεταβάλλεται από μονοϊόν σε δυα-
νιόν και το ένζυμο αποκτά μεγάλη συγγένεια για το υπόστρωμα (37). 
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Εικόνα 6: Η PLP αριστερά σχηματίζει μια βάση Schiff με την λυσίνη 680 στο καταλυτικό κέντρο της 
φωσφορυλάσης του γλυκογόνου. Μια προσδεδεμένη HPO4
2-
 (πράσινο χρώμα) ευνοεί τη διάσπαση 
του γλυκοζιτικού δεσμού με προσφορά ενός πρωτονίου στην αποχωρούσα γλυκόζη (μαύρο χρώμα). 
Η αντίδραση αυτή έχει ως αποτέλεσμα το σχηματισμό ενός καρβοκατιόντος και ευνοείται από τη 
μεταφορά ενός πρωτονίου από την πρωτονιωμένη φωσφορική ομάδα της δεσμευμένης φωσφορικής 
πυριδοξάλης (κόκκινο χρώμα). Η σύζευξη του καρβοκατιόντος και του ορθοφωσφορικού ιόντος έχει 
ως αποτέλεσμα το σχηματισμό της 1-φωσφορικής γλυκόζης (12, 38). 
1.9 Κρυσταλλική δομή της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου 
Οι κρυσταλλογραφικές μελέτες του ενζύμου της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου 
απεκάλυψαν πως η φωσφορυλάση είναι μια ομοδιμερής πρωτεΐνη, που αποτελεί-
ται από δύο πανομοιότυπες υπομονάδες μοριακού βάρους 97.4 kDa (842 κατάλοι-
πα). Το ποσοστό των α-ελίκων και των β-ελασμάτων είναι 52% και 20%, αντίστοιχα. 
Η δομή συγκροτείται επίσης από δύο έλικες 310 μήκους 6 και 12 καταλοίπων αντί-
στοιχα, και μια έλικα π μήκους 8 καταλοίπων. Οι α-έλικες μεταξύ τους ποικίλουν σε 
μήκος από 7 ως 32 κατάλοιπα. Παρατηρείται ακόμη μια περιοχή 95 καταλοίπων 
(153-247) αποτελούμενη μόνο από β-ελάσματα, καθώς και μια άλλη 112 καταλοί-
πων (714-825) αποτελούμενη μόνο από α-έλικες. Η αναδίπλωση της πρωτεϊνικής 
δομής γίνεται κατά τέτοιο τρόπο που το μόριο να εμφανίζει μια συμπαγή δομή α-
κτίνας 30 Å. Κάποιες μικρές περιοχές προεξέχουν, ενώ εμφανίζονται και κανάλια 
που επιτρέπουν τη διέλευση μικρών μορίων και βοηθούν την επικοινωνία μεταξύ 
των διαφόρων κέντρων σύνδεσης. Τέτοιες περιοχές σχηματίζονται από τα κατάλοι-
πα 36-45 (επικράτεια επικάλυμμα ή cap),  260-276 (επικράτεια πύργος ή tower), ο 
βρόχος 280s (κατάλοιπα 280-292) καθώς και το Ν-τελικό άκρο (κατάλοιπα 1-18) 
(39).  
Στην Εικόνα 7 παρουσιάζεται η κρυσταλλική δομή της μυϊκής φωσφορυλάσης του 
γλυκογόνου ενώ στην Εικόνα 8 παρουσιάζεται ένα σχηματικό διάγραμμα του μονο-
μερούς της. Σύμφωνα με την υπάρχουσα βιβλιογραφία η φωσφορυλάση του γλυκο-
γόνου διαθέτει τουλάχιστον έξι κέντρα πρόσδεσης και μία θέση αναγνώρισης για τη 
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φωσφοσερίνη 14, κάτι το οποίο αναδεικνύει την υψηλή ρύθμιση στην οποία υπό-
κειται η δράση της. Παρακάτω αναφέρονται ονομαστικά τα έξι κέντρα σύδεσης: 
•Αλλοστερικό κέντρο, περιοχής δέσμευσης της ΑΜΡ (40). 
•Κέντρο αποθήκευσης του γλυκογόνου (41). 
•Καταλυτικό κέντρο, περιοχής δέσμευσης της γλυκόζης και της G1P  (42). 
• . Κέντρο αναστολής, περιοχής δέσμευσης της καφεΐνης και πουρινικών ενώσεων (43).  
•Κέντρο πρόσδεσης της κερσετίνης (44). 
•Νέο αλλοστερικό κέντρο που είναι και η περιοχής δέσμευσης του αναστολέα CP32 
•Το κέντρο φωφοσερίνης 
 
Εικόνα 7: Η κρυσταλλική δομή της GPb με τα έξι κέντρα πρόσδεσης επισημασμένα. Σε κάθε κέντρο 
πρόσδεσης έχει προστεθεί και ένα αντιπροσωπευτικό μόριο που συνδέεται εκεί  (45). 
Η αναδίπλωση της πολυπεπτιδικής αλυσίδας του ενζύμου οδηγεί στη διάκριση δυο 
επικρατειών: την επικράτεια 1 (κατάλοιπα 1-484) και την επικράτεια 2 (485-842) 
(46). Στην επικράτεια 2 βρίσκεται ομοιοπολικά συνδεδεμένος ο συμπαράγοντας PLP 
και ένα κομμάτι του ενεργού κέντρου. Στην επικράτεια 1 βρίσκεται η περιοχή της 
διεπαφής των δύο υπομονάδων, μέσω της οποίας πραγματοποιούνται και οι αλλα-
γές στη διαμόρφωση των δύο υπομονάδων, το κέντρο σύνδεσης ATP/AMP, το κέ-
ντρο αποθήκευσης του γλυκογόνου, ένα μέρος του ενεργού κέντρου και το κέντρο 
της Ser14. Το κέντρο αναστολής μοιράζεται επίσης μεταξύ των δύο επικρατειών της 
GP (47), όπως και το κέντρο πρόσδεσης της κερσετίνης (44). Το ένζυμο εκτός από τη 
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θέση αναγνώρισης της 5’-φωσφορικής ομάδας της PLP διαθέτει 3 επιπλέον κέντρα 
αναγνώρισης ορθοφωσφορικών ιόντων, τα οποία είναι: 
• Το κέντρο πρόδεσης του υποστρώματος 
• Το κέντρο πρόδεσης της AMP 
• Το κέντρο της φωσφοσερίνης (46). 
Η θέση αναγνώρισης του υποστρώματος των ορθοφωσφορικών ιόντων βρέθηκε 
από την καθ. L.N. Johnson και τους συνεργάτες της στο Πανεπιστήμιο της Οξφόρδης 
από τη δομή του συμπλόκου GPb με γλυκόζη και IMP, όπως παρουσιάζεται στην 
Εικόνα 8. Το ορθοφωσφορικό ιόν προσδένεται πολύ κοντά στην περιοχή που βρί-
σκεται η 5’ φωσφορική ομάδα της PLP, στη φυσική δομή, αλλά όχι στην ίδια ακρι-
βώς θέση. Η απόσταση μεταξύ των δυο ορθοφωσφορικών ιόντων είναι περίπου 1.2 
Å (48). Κοντά στην περιοχή αυτή, εκτός από το ορθοφωσφορικό ιόν, έχει παρατηρη-
θεί η πρόσδεση ενός θειικού ιόντος. Σε μελέτες που έγιναν με κρυστάλλους στην R-
στερεοδιαμόρφωση, παρουσίας υψηλής συγκέντρωσης θειικού αμμωνίου, φάνηκε 
ότι υπάρχει ένα θειικό ιόν στο καταλυτικό κέντρο (49). Οι κρύσταλλοι της GP στην R-
στερεοδιαμόρφωση τόσο για την GPb όσο και για την GPa έχουν αναπτυχθεί πα-
ρουσία 1.2 M θειικού αμμωνίου το οποίο ενεργοποιεί την GPb. Η ενεργοποίηση αυ-
τή οφείλεται σε πρόσδεση του θειικού ιόντος στη θέση αναγνώρισης της φωσφο-
Ser14 (50). Το κέντρο πρόσδεσης του θειικού ιόντος βρίσκεται περίπου 5 Å από την 
5’-φωσφορική ομάδα της PLP. 
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Εικόνα 8: Σχηματικό διάγραμμα του μονομερούς της GP. Η PLP είναι στο κέντρο της υπομονάδας, 
συνδεδεμένη με τη Lys680 της έλικας α21. Το αλλοστερικό κέντρο, που είναι συνδεδεμένο με την 
AMP, εντοπίζεται στη διεπιφάνεια μεταξύ των δυο υπομονάδων, μεταξύ της έλικας α2 και της α8. Το 
κέντρο αποθήκευσης του γλυκογόνου συνδέεται με την έλικα α12 και είναι στην επιφάνεια του 
ενζύμου μακριά από το καταλυτικό και το αλλοστερικό κέντρο (51). 
1.10 Οι ρυθμιστικές περιοχές της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου 
Αν και ο πρωταρχικός στόχος για την ανακάλυψη αναστολέων είναι η (ανθρώπινη 
ηπάτικη)  hlGP, ωστόσο οι περισσότερες μελέτες έχουν γίνει με φωσφορυλάση που 
προέρχεται από σκελετικό μυ κονίκλων (rmGPb), τόσο λόγω της διαθεσιμότητάς της 
σε υψηλή ποσότητα και καθαρότητα, αλλά και της δυνατότητας της να σχηματίζει 
καλής ποιότητας κρυστάλλους. Η υψηλή ομολογία στις αλληλουχίες των αμινοξέων, 
όσο και στην αρχιτεκτονική (μεταξύ των δύο αλληλουχιών υπάρχει διαφορά 171 
αμινοξέων, ενώ το 49% αυτών είναι συντηρημένο) οδηγεί στο συμπέρασμα ότι με-
λέτες αναστολέων που πραγματοποιούνται έναντι της rmGPb ισχύουν και για τη 
hlGP (52). Η AMP δεσμεύεται τόσο στη rmGPb όσο και στη hlGP (λόγω των συντη-
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Οι ρυθμιστικές περιοχές της φωσφορυλάσης αλληλεπιδρούν με διάφορους προσδέ-
τες ελέγχοντας τη δράση του ενζύμου. Η πρόσδεση ενός προσδέτη σε μια ρυθμιστι-
κή περιοχή του ενζύμου μπορεί να επηρεάσει τη δραστικότητα του ενζύμου μετα-
τοπίζοντας την ισορροπία μεταξύ των διαμορφώσεων Τ και R.   
1.10.1 Καταλυτικό κέντρο 
Το καταλυτικό κέντρο της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου, βρίσκεται στο κέντρο 
κάθε υπομονάδας μακριά από την περιοχή της αλληλεπίδρασης μεταξύ των δύο 
υπομονάδων του διμερούς, ωστόσο συνδέεται με αυτό μέσω του βρόχου 280s (53). 
Το κέντρο αυτό είναι ενταφιασμένο σε απόσταση περίπου 15 Å από την επιφάνεια 
του μορίου και βρίσκεται στη βάση μιας στενής διόδου, που σχηματίζεται από την 
επιφάνεια των δύο περιοχών της κάθε υπομονάδας, κοντά στον απαραίτητο συ-
μπαράγοντα PLP (52). Η σύνδεση αναστολέων στο καταλυτικό κέντρο οδηγεί σε 
κλείσιμο της στενής διόδου μέσω της σταθεροποίησης μιας «κλειστής» διαμόρφω-
σης του βρόχου 280s (κατάλοιπα 282-287), εμποδίζοντας έτσι την πρόσβαση του 
υποστρώματος και προάγοντας τη σταθεροποίηση της Τ-στερεοδιαμόρφωσης του 
ενζύμου (52). Επίσης αποτρέπει τις δομικές μεταβολές που απαιτούνται για τη δια-
μόρφωση ενός λειτουργικού καταλυτικού κέντρου, όπως είναι η μετατόπιση της 
Arg569 στην καταλυτική σχισμή και η δημιουργία της θέσης αναγνώρισης φωσφο-
ρικών ιόντων (52). 
Η αρχιτεκτονική του καταλυτικού κέντρου έχει μελετηθεί από την πρόσδεση της 
γλυκόζης, η οποία και εν συνεχεία χρησιμοποιήθηκε ως ένωση οδηγός για τη μελέτη 
αναστολέων αναλόγων γλυκόζης (42, 54). Οι σταθερές αναστολής της α-D-γλυκόζης 
και της β-D-γλυκόζης ως προς της rmGPb είναι 1.7 και 7.4 mM αντίστοιχα (54). Τα 
ανάλογα γλυκόζης αντιπροσωπεύουν τους πλέον ευρέως διαδεδομένους αναστο-
λείς έναντι της GP με α- και β-υποκαταστάτες στον άνθρακα C1. Η αποτελεσματικό-
τητά τους αποδίδεται στη δημιουργία εκτεταμένων αλληλεπιδράσεων με μία περιο-
χή εντός του καταλυτικού κέντρου που ονομάζεται β-εσοχή (52). 
Η πρόσδεση της γλυκόζης στο καταλυτικό κέντρο γίνεται μέσω αλληλεπιδράσεων 
που αναπτύσσονται με τα κατάλοιπα Gly135, Leu136, Leu139, Asn284, His377, 
Val455, Asn484, Glu672, Ala673, Ser674, και Gly675, καθώς και με ένα δίκτυο μορί-
ων ύδατος, τα οποία δημιουργούν γέφυρες μεταξύ των ατόμων της γλυκόζης και 
ατόμων των γειτονικών αμινοξέων (35).  
Οι πιο ισχυροί αναστολείς της GP που δεσμεύονται στο καταλυτικό κέντρο είναι στη 
πλειοψηφία τους ανάλογα γλυκόζης. Οι χημικές δομές των ισχυρότερων αναστολέ-
ων του καταλυτικού κέντρου της rmGPb που ανακαλύφθηκαν μέχρι σήμερα, μαζί με 
τις τιμές των σταθερών αναστολής Ki για κάθε αναστολέα (καταγεγραμμένες κατά 
φθίνουσα σειρά) παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 2) (52). 
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Πίνακας 2: Οι χημικές δομές των ισχυρότερων αναστολέων του καταλυτικού κέντρου της rmGPb που 
ανακαλύφθηκαν μέχρι σήμερα, μαζί με τις τιμές των σταθερών αναστολής Ki για κάθε αναστολέα 
(καταγεγραμμένες κατά φθίνουσα σειρά) (52). 
Έχει αποδειχθεί, σε μελέτες in vivo, ότι αναστολείς που είναι ανάλογα γλυκόζης 
μειώνουν τα επίπεδα σακχάρου στο αίμα,  ενώ τελευταίες μελέτες αποκάλυψαν ότι 
είναι ικανοί να  μειώσουν τα επίπεδα γλυκόζης του αίματος ποντικών σε φυσιολογι-
κές και υπεργλυκαιμικές καταστάσεις (52).  
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1.10.2 Κέντρο αναστολής 
Το κέντρο αναστολής της GP βρίσκεται στην επιφάνεια του ενζύμου, σε απόσταση 
περίπου 12 Å από το καταλυτικό κέντρο και βρίσκεται στην είσοδο του καταλυτικού 
κέντρου. Είναι γνωστό και ως κέντρο σύνδεσης της καφεΐνης (σταθερά αναστολής 
0.13 mΜ (GPb) και 0.17 mΜ (GPa) (43, 55) ή θέση σύνδεσης νουκλεοσιδίων πουρί-
νης. Το κέντρο είναι μια υδρόφοβη περιοχή με σχετικά μικρή εξειδίκευση. Οριοθε-
τείται από τα αμινοξέα Phe285 και Tyr613 των οποίων οι φαινολικοί δακτύλιοι δια-
τάσσονται παράλληλα σε απόσταση περίπου 7 Ǻ ο ένας από τον άλλο (42). Οι 
προσδέτες που δεσμεύονται σε αυτήν τη θέση σταθεροποιούν τη Τ-
στερεοδιαμόρφωση, και ευνοούν την παρεμπόδιση της εισόδου στην καταλυτική 
περιοχή, με τελική κατάληξη την αναστολή της δραστικότητας του ενζύμου. Η σύν-
δεση του προσδέτη στο κέντρο αναστολής γίνεται κατά κύριο λόγο μέσω υδροφοβι-
κών και ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων που αναπτύσσονται μεταξύ του προσ-
δέτη και των πλευρικών αλυσίδων των δύο αρωματικών καταλοίπων της Phe285 και 
της Tyr613 (52), ενώ είναι πιο ισχυρή παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων γλυκόζης 
(αλλοστερική επίδραση).   
Το κέντρο αναστολής έχει μελετηθεί από την πρόσδεση ενώσεων όπως νουκλεοτί-
δια, νουκλεοζίτες, πουρίνες, φλαβονοειδή και ετεροκυκλικές ενώσεις. Η καφεΐνη 
ήταν ο πρώτος αναστολέας που βρέθηκε να δεσμεύεται σε αυτή τη θέση. Κατά τη 
σύνδεσή της στη rmGPb, η καφεΐνη παρεμβάλλεται μεταξύ των δύο αρωματικών 
καταλοίπων Phe285 και Tyr613, σχηματίζοντας ένα μεγάλο αριθμό δεσμών van der 
Waals (44 μη πολικές/μη πολικές, 4 πολικές/πολικές και 39 πολικές/μη πολικές), 
ενώ σχηματίζονται ακόμη δύο δεσμοί με τη μεσολάβηση μορίων ύδατος με τα κα-
τάλοιπα Glu382 και Asp283 (52). Ένας άλλος γνωστός προσδέτης του κέντρου ανα-
στολής είναι η φλαβοπυριδόλη, η οποία είναι ένα εν δυνάμει αντικαρκινικό φάρμα-
κο (αναστολέας της CDK2). Η φλαβοπυριδόλη δρα συνεργιστικά με την γλυκόζη 
σταθεροποιώντας την Τ-στερεοδιαμόρφωση, αποκλείοντας την πρόσβαση στο κα-
ταλυτικό κέντρο με αποτέλεσμα την αναστολή της δράσης του ενζύμου (45). Μερι-
κοί από τους πιο ισχυρούς αναστολείς που δεσμεύονται σε αυτό το κέντρο και έ-
χουν ανακαλυφθεί μέχρι σήμερα εμφανίζονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 3), 
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Πίνακας 3: Οι χημικές δομές των ισχυρότερων αναστολέων που ανακαλύφθηκαν μέχρι σήμερα που 
συνδέονται  στο κέντρο αναστολής της rmGPb, μαζί με τις τιμές Ki για κάθε αναστολέα (52) 
Στην Εικόνα 9 παρουσιάζεται ο τρόπος σύνδεσης της χρυσίνης με τη rmGPb (56). 
Βασικό χαρακτηριστικό της σύνδεσης είναι οι π-αλληλεπιδράσεις στοίβαξης μεταξύ 
της Phe285 (του βρόχου280s) και της Tyr613. Η αλληλεπίδραση της rmGPb με τη 
χρυσίνη στηρίζεται σε αλληλεπιδράσεις van der Waals καθώς και σε μερικές πολι-
κές/πολικές αλληλεπιδράσεις που συγκροτούνται από τους αρωματικούς δακτυλί-
ους της Phe285 και της Tyr613. Ιδιαίτερη σημασία  στη σύνδεση των φλαβονοειδών 
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έχει μια υδρόφοβη εσοχή (hydrophobic pocket) που δημιουργείται από τα κατάλοι-
πα Ile380, Tyr573 και Phe771.  
 
Εικόνα 9: Αριστερά φαίνεται η σύνδεση της χρυσίνης στο κέντρο αναστολής της GP όπως 
προσδιορίστηκε με τη τεχνική της κρυσταλλογραφίας ακτίνων Χ (PDB ID: 3EBO). Δεξιά φαίνεται το 
υδρόφοβο κοίλωμα (hydrophobic pocket) που δημιουργείται από τα κατάλοιπα Phe771, Tyr573 και 
Ile380 . 
Η πιο ισχυρή φυτική ένωση που είναι γνωστό ότι δεσμεύεται στο κέντρο αναστολής 
μέχρι σήμερα είναι το ελλαγικό οξύ (57). Το ελλαγικό οξύ βρέθηκε ότι δεσμεύεται 
με σταθερά αναστολής Ki 7,5 και 13,4 μΜ σε rmGPa και rmGPb, αντίστοιχα (57). Α-
ντίθετα, η δέσμευση του γαλλικού οξέος εμφανίζει πολύ χαμηλότερες Ki, 3,9 και 1,7 
mM σε rmGPa και rmGPb αντίστοιχα. Οι κρυσταλλικές δομές των συμπλόκων 
rmGPb-γαλλικού οξέος (κωδικός PDB ID: 4Z5X) (Εικόνα 10) και rmGPb-ελλαγικού 
οξέος (κωδικός PDB ID: 4YUA) (Εικόνα 11) επιβεβαίωσαν την δέσμευση τους στo κέ-
ντρο αναστολής (57). Οι τρόποι σύνδεσης και των δύο προσδετών είναι παρόμοιοι. 
Όπως αναμενόταν, το χαρακτηριστικό γνώρισμα της σύνδεσής τους ήταν οι αλληλε-
πιδράσεις επιστοίβαξης με τις πλευρικές ομάδες των καταλοίπων Phe285 και 
Tyr613 (57).  
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Εικόνα 10: Σύνδεση του γαλλικού οξέος στο κέντρο αναστολής της rmGP (57). 
 
Εικόνα 11: Σύνδεση του ελλαγικού οξέος στο κέντρο αναστολής της rmGP (57). 
1.10.3 Νέο αλλοστερικό κέντρο 
Το 2000 κρυσταλλογραφικές μελέτες από τον Δρ Ν.Γ. Οικονομάκο και τους συνεργά-
τες του κατά την αξιολόγηση της ανασταλτικής δράσης της ένωσης CP320626 στη 
φωσφορυλάση του γλυκογόνου (39) οδήγησαν στην αποκάλυψη ενός νέου κέντρου 
σύνδεσης που βρίσκετε σε απόσταση 15 Å από το αλλοστερικό, 33 Å από το κατα-
λυτικό κέντρο και 37 Å από το κέντρο αναστολής (58). Ονομάστηκε νέο αλλοστερικό 
κέντρο ή θέση δέσμευσης του ινδολίου και εντοπίζεται μέσα στη κεντρική κοιλότητα 
του διμερούς που συγκροτείται από τη σύνδεση των δύο υπομονάδων. Η κεντρική 
κοιλότητα έχει μήκος περίπου 30 Å και μια ακτίνα που ποικίλει από ~4 Å έως ~8 Å 
και περικλείει έναν όγκο περίπου 1300 Å3. Η κοιλότητα είναι μερικώς κλειστή από 
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τη μία πλευρά μέσω των καταλοίπων που σχηματίζουν το επικάλυμμα και τις έλικες 
α2 (Arg33, His34, Arg60, Asp61 και τα αντίστοιχα συμμετρικά κατάλοιπα) και από 
την άλλη πλευρά από τις έλικες-πύργους α7 (Asn270, Glu273, Ser276 και τα αντί-
στοιχα συμμετρικά κατάλοιπα). Τα 18 κατάλοιπα αμινοξέων (9 σε κάθε υπομονάδα) 
που συνθέτουν αυτή τη περιοχή είναι εξαιρετικά συντηρούμενα στα ισοένζυμα από 
τον ανθρώπινο μυ, το ανθρώπινο ήπαρ, τον ανθρώπινο εγκέφαλο, το ήπαρ και τον 
εγκέφαλο αρουραίου (52). Μερικοί από τους πιο ισχυρούς και σημαντικούς ανα-
στολείς του νέου αλλοστερικού κέντρου παρουσιάζονται στον παρακάτω Πίνακας 4. 
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Πίνακας 4: Ορισμένοι ισχυροί αναστολείς του νέου αλλοστερικού κέντρου μαζί με τις τιμές IC50. για 
την hlGPa (52). 
Ο CP320626 προσδένεται στο νέο αλλοστερικό κέντρο στην κεντρική κοιλότητα που 
υπάρχει μεταξύ των δύο υπομονάδων του ενζύμου. Όλες οι ενώσεις που παρουσιά-
ζονται στον παραπάνω πίνακα (Πίνακας 4) είναι συνθετικές. Με εξαίρεση τη γαλλο-
κατεχίνη (GCG) δεν έχει αναφερθεί κάποια άλλη φυτική ένωση που να συνδέεται σε 
αυτό το κέντρο.  
1.10.4 Κέντρο πρόσδεσης της κερσετίνης 
Το κέντρο πρόσδεσης της κερσετίνης ανακαλύφθηκε πρόσφατα (44). Η κερσετίνη 
ανήκει στην ίδια κατηγορία ενώσεων όπως η χρυσίνη και η φλαβοπιριδόλη και βρέ-
θηκε να συνδέεται σε μια νέα θέση διακριτή από το κέντρο αναστολής, όπου συν-
δέονται η χρυσίνη και η φλαβοπιριδόλη. Το κέντρο δέσμευσης της κερσετίνης βρί-
σκεται κοντά στην επιφάνεια του ενζύμου, 15 Å μακριά από το ενεργό κέντρο, 43 Å 
από το αλλοστερικό κέντρο και 32 Å από το κέντρο αναστολής. Το κέντρο σχηματίζε-
ται από τα κατάλοιπα Lys544, Arg551, Lys655 και Tyr548 της C-περιοχής και από τα 
κατάλοιπα Glu120 και Glu123 της Ν-τελικής περιοχής (44). Η κερσετίνη αναστέλλει 
την φωσφορυλάση του γλυκογόνου με τιμές IC50 4.8 μΜ (rmGPa) και 20.9 μΜ 
(rmGPb) αντίστοιχα ενώ σχηματίζει δεσμούς υδρογόνου και αλληλεπιδράσεις van 
der Waals με τα κατάλοιπα Arg551, Lys544 (Εικόνα 12) (44). Επίσης, στην ίδια μελέ-
τη βρέθηκε πως η κερσετίνη αποτελεί το πλέον βιοενεργό συστατικό μιας σειράς 
δεκατριών πολυφαινολικών εκχυλισμάτων που λαμβάνονται από παραπροϊόντα 
οινοποίησης ελληνικών ποικιλιών Vitis vinifera. Όλα τα εκχυλίσματα είχαν σημαντι-
κή ανασταλτική δράση in vitro για την rmGPb (44).  
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Πίνακας 5: Φυσικά φλαβονοειδή (φλαβόνες και φλαβονόλες) ως αναστολείς της GP (IC50 [μΜ]) (52). 
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Επιπλέον, η ομάδα υδροξυλίου στο δακτύλιο Β και οι δύο ομάδες υδροξυλίου στο 
δακτύλιο Α της κερσετίνης σχηματίζουν δεσμούς μέσω γεφυρών μορίων ύδατος με 
τα καρβονυλικά οξυγόνα των Glu121 και Lys655 ενώ το υδροξύλιο του δακτυλίου Α 
εμπλέκεται σε ένα εκτεταμένο δίκτυο αλληλεπίδρασης με μόρια ύδατος και με τα 
καρβονυλικά οξυγόνα των Leu494, Cys495 και Glu654. Συγκριτική δομική ανάλυση 
του συμπλόκου rmGPb-κερσετίνης με τη δομή της rmGPb στην T και R στερεοδια-
μόρφωση αποκάλυψε ότι ενώ υπήρχαν σημαντικές διαφορές  με την  R κατάσταση, 
οι δομικές διαφορές με την Τ κατάσταση ήταν ελάχιστες. Φαίνεται, λοιπόν, ότι η 
δέσμευση της κερσετίνης σταθεροποιεί τη λιγότερο δραστική Τ-στεροδιαμόρφωση 
του ενζύμου, παρέχοντας έτσι μια δομική εξήγηση για την ανασταλτική της δράση 
(44). 
1.10.5 Κέντρο αποθήκευσης του γλυκογόνου 
Το κέντρο αποθήκευσης του γλυκογόνου, σχετίζεται με την έλικα α12 και βρίσκεται 
στην επικράτεια 1, στην επιφάνεια της πρωτεΐνης σε απόσταση περίπου 30 Å από το 
καταλυτικό κέντρο, 40 Å από το αλλοστερικό κέντρο και 50 Å από το νέο αλλοστερι-
κό κέντρο. Αποτελείται από δύο αριστερόστροφες έλικες (κατάλοιπα 396-418 και 
420-429) και ένα βρόχο που συνδέει τις δύο αντιπαράλληληλες β πτυχωτές επιφά-
νειες (κατάλοιπα 430-432 και 437-411). Οι διαδικασίες στις οποίες συμμετέχει το 
κέντρο αποθήκευσης του γλυκογόνου δεν είναι ακόμα πλήρως γνωστές, ωστόσο 
γνωρίζουμε ότι το κέντρο αυτό τοποθετεί το ένζυμο στην επιφάνεια του γλυκογό-
νου. Επίσης προάγει το σχηματισμό ενεργών διμερών του ενζύμου όταν προσδεθεί 
σε αυτό το γλυκογόνο ή κάποιος ολιγοσακχαρίτης. Μέχρι σήμερα, έχει μελετηθεί 
ένας σχετικά μικρός αριθμός αναστολέων του κέντρου αποθήκευσης του γλυκογό-
νου. Έχει μελετηθεί η σύνδεση των α- (Ki = 47,1 mM), β- (Ki = 14,1 mM) και γ- (Ki = 
7,4 mM) κυκλοδεξτρινών στο κέντρο αποθήκευσης του γλυκογόνου (59). Οι κυκλο-
δεξτρίνες αυτές χαρακτηρίστηκαν ως μικτού τύπου συναγωνιστικοί αναστολείς ένα-
ντι της rmGPb (59). Επίσης, άλλοι αναστολείς που δεσμεύονται σε αυτή τη θέση εί-
ναι η ακαρβόζη (Ki = 26 mM για rmGPa), η μαλτοπενταόζη (G5) και η μαλτοεπταόζη 
(G7) (Ki = 1 mM για τη rmGPb) (52). Η δομική βάση της σύνδεσης των προσδετών 
(κυκλικοί και γραμμικοί) που έχουν μελετηθεί σε αυτή την περιοχή είναι πολύ πα-
ρόμοια και αποτελείται από αλληλεπιδράσεις δεσμού υδρογόνου με τα κατάλοιπα 
Ser429, Lys473, Asn407 καθώς και διαμεσολαβούμενες με μόρια ύδατος αλληλεπι-
δράσεις με τα κατάλοιπα Gln401, Arg426, Val431 και Gln433 (52).  
1.10.6 Αλλοστερικό κέντρο 
Το αλλοστερικό κέντρο της GP συγκροτείται από δομικά στοιχεία των δύο υπομο-
νάδων του λειτουργικού διμερούς που βρίσκονται σε αντίθετες θέσεις στο πρωτεϊ-
νικό μόριο. Βρίσκεται στη διεπαφή της περιοχής του επικαλύμματος (κατάλοιπα 37 
έως 47) της δεύτερης υπομονάδας με το πτυχωτό φύλλο β7 και την έλικα α2 (κατά-
λοιπα 47 έως 78) της πρώτης υπομονάδας. Στη δεύτερη περιοχή αλληλεπίδρασης 
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υπομονάδας-υπομονάδας εμπλέκεται η διεπαφή του πύργου και αποτελείται από 
την αντιπαράλληλη διάταξη των δυο συμμετρικών ελίκων α8 (κατάλοιπα 289-314). 
Το αλλοστερικό κέντρο περικλύεται από την περιοχή του επικαλύμματος και είναι 
επενδεδυμένο από τις έλικες α2 και α8 και από το μικρό πτυχωτό φύλλο β7. Στο αλ-
λοστερικό κέντρο έχουν βρεθεί να προσδένονται τα μόρια ΑΜΡ, IMP, ATP, G6P, 
NADH, UDP- γλυκόζη και ορθοφωσφορικά ιόντα, δηλαδή πληθώρα φωσφορυλιωμέ-
νων ενώσεων (33). Η ΑΜΡ και η ΙΜΡ ενεργοποιούν την GPb με την AMP να είναι ι-
σχυρότερος ενεργοποιητής από την ΙΜΡ. Αντίθετα η ATP, η G6P και η UDP-γλυκόζη 
αναστέλλουν το ένζυμο σταθεροποιώντας το στην Τ-στερεοδιαμόρφωση, κάτι το 
οποίο δηλώνει ότι η μετάπτωση της GPb από την κατάσταση Τ στην κατάσταση R 
και αντιστρόφως ελέγχεται από το ενεργειακό φορτίο του μυοκυττάρου. Η G6P εί-
ναι o πιο ισχυρός φυσιολογικός αναστολέας της GP (Kd = 20-70 μM για τη GPb, Kd = 
1.700 μΜ για τη GPa) (52), που δεσμεύεται στο αλλοστερικό κέντρο. Η σύνδεση των 
προσδετών σε αυτή τη θέση αναστέλλει τη δραστικότητα της GP είτε ανταγωνιζόμε-
νη το φυσιολογικό ενεργοποιητή ΑΜΡ ή σταθεροποιώντας την ανενεργή Τ διαμόρ-
φωση του ενζύμου. Σε φυσιολογικές συνθήκες η GPb είναι ανενεργός λόγω των α-
νασταλτικών επιδράσεων της ATP και της G6P, έτσι σε μύες που βρίσκονται σε ηρε-
μία, σχεδόν όλο το ένζυμο βρίσκεται στην ανενεργό μορφή GPb. Όταν αρχίζει η ά-
σκηση η αυξημένη παραγωγή ΑΜΡ ενεργοποιεί την GPb και παράλληλα απελευθε-
ρώνεται η ορμόνη που προκαλεί τη δημιουργία GPa. Η πρόσδεση της AMP στην GPb 
οδηγεί στο σχηματισμό τετραμερούς (16, 33, 40). Ενώσεις που προσδένονται στο 
αλλοστερικό κέντρο της GP  παρουσιάζονται στο παρακάτω πίνακα (Πίνακας 6), μαζί 
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Πίνακας 6: Η Χημική δομή μερικών από τους ισχυρότερους αναστολείς του αλλοστερικού κέντρου 
της GP μαζί με τις τιμές αναστολής τους (52). 
1.11 Αλλοστερικές αλληλεπιδράσεις 
Στα περισσότερα ολιγομερή ένζυμα είναι συχνό το φαινόμενο της συνέργειας 
(cooperativity), όπου η δέσμευση ενός μορίου-προσδέτη σε μια περιοχή σύνδεσης 
επηρεάζει τη συγγένεια κάποιας άλλης θέσης δεσμεύσεως του ενζύμου για τον 
προσδέτη. Αυτό προϋποθέτει τη δυνατότητα επικοινωνίας μεταξύ των περιοχών 
δέσμευσης. Η δραστικότητα των ενζύμων μπορεί να επηρεάζεται από διάφορους 
μεταβολίτες οι οποίοι (έχουν ελάχιστη ή καμία ομοιότητα με τα υποστρώματα) δεν 
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έχουν κάποια άμεση αλληλεπίδραση με τα υποστρώματα ή τα προϊόντα των αντι-
δράσεων που καταλύονται από τα αντίστοιχα ένζυμα. Η επίδραση αυτών των μετα-
βολιτών στη λειτουργία του ενζύμου φαίνεται να προκύπτει από μια αλλοστερική 
μετάπτωση (διαμορφωτική μεταβολή) η οποία επάγεται όταν δεσμευτεί στην πρω-
τεΐνη ο κατάλληλος παράγοντας. Πιθανότατα, η φωσφορυλάση του γλυκογόνου b 
αποτελεί το πρώτο αλλοστερικό ένζυμο του οποίου ανακαλύφθηκε ο μηχανισμός 
λειτουργίας με λεπτομέρεια (60). Η GPb είναι ανενεργή απουσία 5’-AMP και αρχικά 
είχε προταθεί ότι η AMP λειτουργεί ως συμπαράγοντας του ενζύμου. Τελικά φάνηκε 
πως η ΑΜΡ δεν συμμετέχει στην αντίδραση αλλά ενεργοποιεί τη φωσφορυλάση. 
Σύμφωνα με το πρότυπο MWC ο αλλοστερικός τροποποιητής επηρεάζει την λει-
τουργία του ενζύμου μεταβάλλοντας και όχι καταστρέφοντας τη δομή του (22). Οι 
αλλοστερικές αλληλεπιδράσεις ταξινομούνται σε ομότροπες και ετερότροπες. Οι 
ομότροπες αλληλεπιδράσεις εμφανίζονται μεταξύ πανομοιότυπων προσδετών ενώ 
οι ετερότροπες μεταξύ διαφορετικών προσδετών. Οι αλλοστερικές πρωτεΐνες είναι 
ολιγομερή, τα μονομερή των οποίων συνδέονται με τέτοιο τρόπο ώστε όλα να κα-
ταλαμβάνουν ισοδύναμες θέσεις, δηλαδή, το μόριο να έχει έναν τουλάχιστον άξονα 
συμμετρίας. Το μονομερές απαντάται σε δυο τουλάχιστον αλληλομετατρεπόμενες 
πρωτεϊνικές διαμορφώσεις, την Τ στερεοδιαμόρφωση (χαμηλής συγγένειας για το 
υπόστρωμα) και την R στερεοδιαμόρφωση (υψηλής συγγένειας για το υπόστρωμα), 
οι οποίες βρίσκονται σε ισορροπία που καθορίζεται από την αλλοστερική σταθερά L 
η οποία είναι ίση με T/R. Υπό αυτή την έννοια διακρίνονται δύο ήδη αλλοστερι-
σμού, ο αρνητικός αλλοστερισμός και ο θετικός αλλοστερισμός. Η συμμετρία στα 
μονομερή διατηρείται κατά τη διάρκεια της αλλοστερικής μετάπτωσης από τη μια 
διαμόρφωση στην άλλη, ενώ η συγγένειά τους με συγκεκριμένους προσδέτες μετα-
βάλλεται. Η σύνδεση ενός συγκεκριμένου προσδέτη στη θέση του μετατοπίζει την 
ισορροπία μεταξύ των δυο διαμορφώσεων με αποτέλεσμα την εμφάνιση ομότρο-
πων και ετερότροπων αλληλεπιδράσεων. Οι θετικές συνεργιστικές (αλλοστερικές) 
αλληλεπιδράσεις μεταξύ των υπομονάδων στο ενζυμικό μόριο ερμηνεύονται με 
βάση τη μετατόπιση της ισορροπίας προς την κατεύθυνση της R διαμόρφωσης, η 
οποία συνδέει κατά προτίμηση το υπόστρωμα (22, 61). 
1.12 Η αλλοστερική μετάπτωση στην GP 
Οι κρυσταλλικές δομές της ενεργής GPa και GPb στην κατάσταση R και Τ, παρουσία 
AMP έχουν προσδιορισθεί σε ευκρίνεια 2,9 Ǻ, 2,9 Ǻ και 2,2 Ǻ, αντίστοιχα (62). Η δο-
μή της κατάστασης R της GPa είναι σχεδόν ταυτόσημη με τη δομή της ενεργοποιη-
μένης με θειικό άλας κατάστασης R της GPb, εκτός από την περιοχή της Ser14, όπου 
υπάρχει μια ομοιοπολικά συνδεδεμένη φωσφορική ομάδα στη GPa και μια μη ο-
μοιοπολικά συνδεδεμένη θειική ομάδα στη GPb (62). Στην Εικόνα 13 παρουσιάζεται 
η αλλοστερική μετάπτωση της GP από τη T- στην R-στερεοδιαμόρφωση στη συνολι-
κή τρισδιάστατη δομή αλλά και μεταξύ των πύργων του ενζύμου. Η His571 διασπά 
το δεσμό υδρογόνου που σχημάτιζε με το Asp283 και δημιουργεί μια νέα αλληλεπί-
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δραση με την Tyr623, η Arg569 αντικαθιστά την όξινη ομάδα της Asp283 με αποτέ-
λεσμα η είσοδος στο καταλυτικό κέντρο να είναι προσβάσιμη. Οι αλλαγές στην 
Arg569, καθώς διακόπτονται οι επαφές που έχει στην T διαμόρφωση, με τα κατά-
λοιπα Ile165, Pro281, και Asn133, σχετίζονται με τις αλλαγές στη διαμόρφωση αυ-
τών των καταλοίπων έτσι ώστε οι αλλαγές στο καταλυτικό κέντρο να συνδέονται με 
τα γεγονότα της αλληλεπίδρασης πύργου/πύργου, και μέσω των αλλαγών στην τε-
ταρτοταγή διαμόρφωση να σχετίζονται με τα γεγονότα αλληλεπίδρασης στο κέντρο 
φωσφορυλίωσης και στο κέντρο αναγνώρισης AMP. Το κατάλοιπο Glu382 εκτοπίζε-
ται κατά 4.5 Å και διασπάται η γέφυρα άλατος που υπήρχε στην Τ- στερεοδιαμόρ-
φωση μεταξύ του Glu382 και της Arg770. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα να μετακινηθεί 
η περιοχή αποθήκευσης του γλυκογόνου και η C-τελική περιοχή, κάτι το οποίο οδη-
γεί στην ελεύθερη πρόσβαση στο καταλυτικό κέντρο. Κατά τη μετάπτωση από την Τ-
στερεοδιαμόρφωση στην R-, υπάρχουν μεγάλες διαφορές που σχετίζονται κυρίως 
με το κέντρο αναγνώρισης των ορθοφωσφορικών ιόντων (37). 
 
Εικόνα 13: Αλλοστερική μετάπτωση της GPb από τη Τ- στην R- στερεοδιαμόρφωση. Ο βρόχος 280s 
δεν μπορεί να αποτυπωθεί ξεκάθαρα στην R-στερεοδιαμορφωση γιατί παρουσιάζει μεγάλη 
κινητικότητα ((44), PDB-ID: 4MRA και 3E3N) 
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Εικόνα 14: A) Mία απλή προσέγγιση του τρόπου ενεργοποίησης της GPb μέσω αλλοστερισμού ή 
μέσω φωσφορυλίωσης από την κινάση της φωσφορυλάσης. Με τετράγωνο συμβολίζεται η Τ-
στερεοδιαμόρφωση ενώ με κύκλο η R-στερεοδιαμόρφωση. B) Η δομή της GPb (PDB ID 8GPB) όπου 
φαίνεται η θέση φωσφορυλίωσης και η θέσης δέσμευσης του AMP (63). 
Η ρύθμιση της δράσης της hlGP διαφέρει σημαντικά από εκείνη των μυών, λόγω του 
ρόλου του ήπατος στην ομοιόσταση της γλυκόζης για τον οργανισμό ως σύνολο. Σε 
αντίθεση με το ένζυμο των μυών, η hlGPa, αλλά όχι η hlGPb παρουσιάζει τη μεγαλύ-
τερη ανταπόκριση σε μετάπτωση από την κατάσταση Τ στην R. Η δέσμευση της γλυ-
κόζης στο καταλυτικό κέντρο μετακινεί την αλλοστερική ισορροπία της φωσφορυ-
λάσης a από την κατάσταση R στην Τ απενεργοποιώντας το ένζυμο. Σε αντίθεση με 
το μυϊκό ένζυμο, η ηπατική φωσφορυλάση δεν είναι ευαίσθητη σε ρύθμιση από την 
ΑΜΡ διότι το ήπαρ δεν υφίσταται τις εντυπωσιακές αλλαγές στο ενεργειακό φορτίο. 
Στην Εικόνα 14 φαίνεται η ρύθμιση της φωσφορυλάσης (12). 
1.13 Η GP ως στόχος αντι-υπεργλυκαιμικών ενώσεων 
Ο ΣΔ είναι μια σοβαρή απειλή για την υγεία, ενώ αποτελεί ένα τεράστιο κοινωνικό 
και οικονομικό πρόβλημα για τις αναπτυγμένες και αναπτυσσόμενες χώρες (57, 58). 
Οι επιπτώσεις του ΣΔ διπλασιάστηκαν τις τελευταίες τέσσερις δεκαετίες, με τους 
διαβητικούς ασθενείς να προσεγγίζουν τα 153 εκατομμύρια το 1980, ενώ το 2008 
να φθάνουν τα 347 εκατομμύρια (59). Ο ΣΔ2 χαρακτηρίζεται πλέον ως η επιδημία 
του 21ου αιώνα, ενώ παρουσιάζει αυξημένο επιπολασμό αποτελώντας την τέταρτη 
κύρια αιτία θνησιμότητας παγκοσμίως (64). Τα φάρμακα που σχετίζονται με τη θε-
ραπεία της διαταραχής συνδέονται με πολλές αρνητικές παρανέργειες μεταξύ των 
οποίων και ο κίνδυνος της υπογλυκαιμίας (59, 60). Με σκοπό τον έλεγχο της γλυκο-
γονόλυσης και τη θεραπεία του ΣΔ2 διεξάγεται μια έντονη ερευνητική προσπάθεια 
σχεδιασμού αναστολέων έναντι της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου. Μεγάλο ενδι-
αφέρον παρουσιάζουν σήμερα αναστολείς ενζύμων οι οποίοι είναι φυτικής προέ-
λευσης και μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως ενώσεις-οδηγοί για τη σύνθεση νέων 
ενώσεων. Πρόσφατα άρθρα ανασκόπησης (45, 52) έδωσαν μια συνολική εικόνα των 
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φυτικών ενώσεων που έχουν βρεθεί έναντι της GP και την ενδεχόμενη αντι-
υπεργλυκαιμική τους δράση.  
1.14 Φυτικά εκχυλίσματα ως μέσα αντιμετώπισης του ΣΔ2 
Τα βιολειτουργικά τρόφιμα (neutraceuticals) είναι προϊόντα που προέρχονται από 
φυσικές πηγές και προσφέρουν σημαντικά οφέλη στην υγεία, πέραν της βασικής 
διατροφικής αξίας που παρέχουν ως τρόφιμα. Οι ασθενείς με ΣΔ2 μπορούν να ε-
πωφεληθούν από τη χρήση τέτοιων τροφών. Οι υπάρχουσες θεραπείες που πραγ-
ματοποιούνται για το ΣΔ2 πολλές φορές δεν επιτυγχάνουν τον επαρκή έλεγχο της 
γλυκόζης στο αίμα (λόγω της περιορισμένης αποτελεσματικότητας), με πολλούς 
από τους ασθενείς να εμφανίζουν σοβαρές παρενέργειες (34, 65). Σε πολλούς ως 
εναλλακτική θεραπεία συνιστάται η κατανάλωση ορισμένων φυτικών προϊόντων 
καθώς και μειωμένη πρόσληψη λίπους (45). Είδη το 57% των ατόμων που πάσχουν 
από ΣΔ2 αναζητούν συμπληρωματικές και εναλλακτικές θεραπείες που μπορούν να 
βοηθήσουν στη πρόληψη και στη διαχείρισή του (34). 
Οι έρευνες που διεξάγονται σήμερα με στόχο την ανακάλυψη νέων αντιδιαβητικών 
φαρμάκων έχουν ως στόχο τη ρύθμιση της γλυκόγονολυσης, μέσω της σύνθεσης 
νέων συνθετικών ενώσεων με τον κατευθυνόμενο από τη δομή σχεδιασμό φαρμά-
κων (45). Πρόσφατα άρχισαν να προσελκύουν το ενδιαφέρον των ερευνητών που 
ασχολούνται με το ΣΔ2 και ενώσεις που προέρχονται από φυτά. Οι ενώσεις αυτές 
ανέδειξαν μια ισχυρή ανασταλτική δράση έναντι των ενζύμων του μεταβολισμού 
του γλυκογόνου (52). Μέχρι σήμερα έχουν προταθεί περισσότερα από 1200 φυτά / 
φυτικά εκχυλίσματα για τη ρύθμιση της ομοιόστασης της γλυκόζης στο αίμα, αλλά 
επιπλέον επιστημονικές μελέτες είναι απαραίτητες με σκοπό τον προσδιορισμό της 
αποτελεσματικότητάς τους (65). Παρά το γεγονός ότι τα φυτά αποτελούν μία από 
τις πιο παραγωγικές πηγές βιοδραστικών ενώσεων για φαρμακευτικές εφαρμογές, 
μόνο το 5-15% των 250.000 έως 750.000 φυτικών ειδών έχουν αναλυθεί. Έτσι, η συ-
ντριπτική πλειονότητα των διαφόρων φυσικών ενώσεων δεν έχουν δοκιμαστεί ως 
προς τη βιολογική τους δραστικότητα, επομένως υπάρχουν σημαντικές πιθανότητες 
για την ανακάλυψη νέων βιοδραστικών ενώσεων έναντι του ΣΔ2 (45).  
1.14.1 Τερπενοειδή και ανασταλτική δράση έναντι της GP 
Τα τερπενοειδή ή τερπένια αντιπροσωπεύουν μια ομάδα δευτερογενών μεταβολι-
τών των φυτών και αποτελούν την πλέον διαδεδομένη ομάδα φυσικών προϊόντων. 
Βρίσκονται σε μικρές ποσότητες, αλλά μπορούν να παίξουν ζωτικό ρόλο στη φυσιο-
λογία των φυτών (66). Τα τριτερπένια αποτελούνται από τρεις τερπενικές μονάδες ή 
έξι μονάδες ισοπρενίου (περισσότερα από 20.000 τριτερπένια έχουν απομονωθεί 
μέχρι σήμερα), με κάποια από αυτά να έχουν μελετηθεί ως προς τις αντιδιαβητικές 
τους ιδιότητες (διατήρηση των επίπεδων γλυκόζης και ινσουλίνης στο αίμα σε φυ-
σιολογικά επίπεδα) (67). Εκτός από την αντι-υπεργλυκαιμική τους δράση εμφανί-
ζουν επίσης υπολιπιδαιμική δράση και δράση έναντι της παχυσαρκίας (45). Τα τρι-
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τερπένια είναι ισχυρά αντιοξειδωτικά και αναστέλλουν το σχηματισμό τελικών προ-
ϊόντων προηγμένης γλυκοζυλίωσης (67). Μεταξύ αυτών των ενώσεων, τετρακυκλικά 
και πεντακυκλικά τριτερπένια (ΡΤ) είναι αυτά που εμφανίζονται άφθονα στη φύση. 
Τα πεντακυκλικά τριτερπένια εμφανίζουν αντικαρκινικές, αντιϊκές, αντιδιαβητικές 
και αντιφλεγμονώδεις δράσεις ενώ μέλη αυτής της οικογένειας, όπως το κοροσολι-
κό οξύ, είναι αυτά που πωλούνται ως αντιδιαβητικά διατροφικά συμπληρώματα 
ήδη στις αγορές ή βρίσκονται σε κλινικές δοκιμές (68). Έχει αποδειχθεί επίσης, ότι 
είναι ισχυροί αναστολείς της GP με σταθερές αναστολής της τάξεως των μΜ (69). 
Μερικά από τα πιο ισχυρά πεντακυκλικά τριτερπένια έναντι της GP παρουσιάζονται 
στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 7).  Από τα πεντακυκλικά τριτερπένια ΡΤs το μασ-
λινικό οξύ (3),  το ασιατικό οξύ (15) και το ολεανολικό οξύ (1) προκάλεσαν σημαντι-
κή μείωση της γλυκόζης του αίματος σε διαβητικά ποντίκια (45, 69-72). Τα περισσό-
τερα από τα τριτερπένια του παρακάτω πίνακα (Πίνακας 7) εμφάνισαν μέτρια ανα-
σταλτική δράση έναντι στης rmGPa. Οι διαφορές στη χημική δομή των πεντακυκλι-
κών τριτερπενίων δεν φαίνεται να επηρεάζουν σημαντικά την ανασταλτική τους 
δράση. Ωστόσο, ο αριθμός και οι θέσεις των ομάδων υδροξυλίου φαίνεται να έχουν 
κάποια επίδραση στην ισχύ. Έτσι, η 3  (IC50 = 28 μΜ) και η 5 (IC50 = 34 μΜ) είναι οι 
λιγότερο δραστικές από την 1 (IC50 = 14 μΜ). Ομοίως, η 12 (IC50 = 20 μΜ) και η 14 
(IC50 = 116 μΜ) είναι λιγότερο ισχυρές από τη 10 (IC50 = 9 μΜ) που μαρτυρά ότι η 
παρουσία μιας ομάδας υδροξυλίου στο C-2 οδηγεί σε μείωση της δραστικότητας. 
Αντίθετα, η παρουσία μιας ομάδας υδροξυλίου στο C-23 οδηγεί σε μικρή αύξηση 
της ισχύος (12 έναντι 15, 24 έναντι 25). Ενδιαφέρον παρουσιάζει ότι η παρουσία 
μιας ομάδας υδροξυλίου στον C-6 (μαντεκασικό οξύ) οδηγεί σε πλήρη απώλεια της 
ισχύος. Τα αποτελέσματα της διαμόρφωσης στη θέση της ομάδας υδροξυλίου (2α 
έναντι 3β) σε σχέση με τις τιμές αναστολής της GP είναι πιο σημαντικές (45). Σε α-
ντίθεση με το 3 ή το 12 που παρουσιάζουν 2α και 3β διαμόρφωση όπου η δραστικό-
τητα μειώνεται, όταν τα 2-υδροξύλιο και 3-υδροξυλίο είναι στην ίδια πλευρά του 
δακτυλίου (π.χ. 3 έναντι 4 & 5, 12 έναντι 13 & 14). Η μεταβολή της ομάδας υδροξυ-
λίου στο 1 ή στο 10 από 3β σε 3α παράγει μια ελαφρώς λιγότερο ισχυρή ένωση (1 
έναντι 2, 10 έναντι 11). Ενώ η τροποποίηση στο 1 ή 10 της ομάδας υδροξυλίου 3β σε 
μια 3-καρβονυλική ομάδα δεν φαίνεται να έχει σημαντική επίδραση στην ισχύ (1 
έναντι 6, 10 έναντι 17) (45). 
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R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 
R8 R9 IC50 
10a OH H H OH - CH3 CH3 COOH H 1.1 
10 H H OH H - CH3 CH3 COOH H 9 
1 H H OH H - CH3 H COOH CH3 14 
15 H OH OH H - CH2OH CH3 COOH H 17 
6 H H =O - CH3 H COOH CH3 18 
11 H H H OH - CH3 CH3 COOH H 19 
12 H OH OH H - CH3 CH3 COOH H 20 
2 H H H OH - CH3 H COOH CH3 21 
3 H OH OH H - CH3 H COOH CH3 28 
5 OH H OH H - CH3 H COOH CH3 34 
17 H H =O - CH3 CH3 COOH H 57 
8 H H OH H =O CH3 H CH3 COOH 66 

























Πίνακας 7: Οι χημικές δομές και τα δεδομένα αναστολής (IC50, μΜ) για τα πιο ισχυρά πεντακυκλικά 
τριτερπένια έναντι της rmGPa (45). 
Πειράματα κρυσταλλογραφίας ακτίνων Χ με τη rmGPb έχουν δείξει ότι το ασιατικό 
οξύ (15) και το μασλινικό οξύ (3) συνδέονται στο αλλοστερικό κέντρο (Εικόνα 15).   
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Εικόνα 15: Η σύνδεση του ασιατικού οξέος στο αλλοστερικό κέντρο της rmGPb (73). 
Οι πιο ισχυροί αναστολείς προήλθαν με μελέτες μοντελισμού χρησιμοποιώντας ως 
βάση το ασιατικό οξύ και οδήγησαν στη σύνθεση 56 νέων πεντακυκλικών τριτερπε-
νίων (73). Η πλειοψηφία τους είχε τιμές IC50 για την rmGPa μικρότερες των 10 μΜ 
(73). Η καλύτερη ένωση από αυτές (10α) με τιμή IC50 1,1 μΜ παρουσιάζεται στον 
παραπάνω πίνακα (Πίνακας 7). 
Τρία άλλα πεντακυκλικά τριτερπένια (3α-υδροξυ-επιγυψογενίνη, χεδεραγονικό οξύ, 
και 3-Ο-θειική χεδεραγενίνη), σε συνδυασμό με επτά γνωστά τριτερπένια (γυψογε-
νίνη, κουιλαϊκό οξύ, κολινσογενίνη, εχινοκυστικό οξύ, ολεανολικό οξύ, χεδεραγενίνη 
και γυψογενικό οξύ) που απομονώθηκαν από τις ρίζες του φυτού Gypsophila 
oldhamiana παρουσίασαν σημαντική ανασταλτική δράση έναντι της rmGPa (74). 
Αξιοσημείωτο είναι ότι διάλυμα 10 μΜ από χεδεραγονικό οξύ είχε αναστολή 11% 
έναντι της rmGPa, ενώ διάλυμα της 3-Ο-θειική χεδεραγενίνης ίδιας συγκέντρωσης 
δεν παρουσίασε καμία αναστολή. Οι υπόλοιπες ενώσεις είχαν αναστολή που κυμαι-
νόταν από 45% έως 73% χρησιμοποιώντας 10 μΜ διαλύματος αναστολέα με μόνη 
εξαίρεση το κουιλαϊκό οξύ και τη κολινσογενίνη που δεν παρουσίασαν αναστολή 
έναντι της rmGPa (74). Τέλος ένα ακόμη πεντακυκλικό τριτερπένιο με ονομασία 
τορμεντικό οξύ από την Potentilla biscolor (Rosaceae) παρουσίασε μέτρια  ανασταλ-
τική δράση (IC50 = 90,5 μΜ) έναντι της rmGPa (75). 
1.14.2 Φλαβονοειδή και ανασταλτική δράση έναντι της GP 
Τα φλαβονοειδή είναι πολυφαινόλες τα οποία βρίσκονται ως βασικά συστατικά σε 
τρόφιμα φυτικής προέλευσης. Τα φλαβονοειδή έχουν ένα γενικό ικρίωμα που απο-
τελείται από δύο αρωματικούς δακτυλίους (Α και Β), που συνδέονται με τρεις άν-
θρακες με έναν ετεροκυκλικό δακτύλιο (C) που περιέχει οξυγόνο. Οι διαφορές στον 
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ετεροκυκλικό δακτύλιο C οδηγούν στην ταξινόμηση των φλαβονοειδών ως φλαβο-
νόλες, φλαβόνες, φλαβανόλες, φλαβανόνες, ισοφλαβονοειδή και ανθοκυανιδίνες 
(Εικόνα 16) (45). Μελέτες σε διαβητικά και υγιή ποντίκια αποκάλυψαν πως έχουν 
αντι-υπεργλυκαιμικές ιδιότητες λόγω της επίδρασής τους στον μεταβολισμό του 
γλυκογόνου (45, 76-79).  
Τα τελευταία χρόνια, τα φυσικά παράγωγα των φλαβονοειδών από όλες τις δομικές 
κατηγορίες που παρουσιάζονται στην Εικόνα 16 έχουν αξιολογηθεί ως αναστολείς 
της GP (45). Το κόκκινο κρασί και το τσάι είναι πλούσια σε φλαβονοειδή, ενώ εκχυ-
λίσματα αυτών έχουν αξιολογηθεί για την ανασταλτική τους δράση έναντι της GP 



























Φλαβανόλη Ισοφλαβόνη Ανθοκυανιδίνη 
Εικόνα 16: Χημική δομή των φλαβονοειδών (45). 
Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 8) Όλα τα εξε-
τασθέντα φλαβονοειδή αναστέλλουν την rmGPa και την rmGPb, αλλά οι τιμές της 
αναστολής έναντι της rmGPa ήταν δύο έως τέσσερις φορές μικρότερες από αυτές 
για την rmGPb (45, 82). Ωστόσο, η αναστολή παρουσιάζει πολλές διαφορές ανάλογα 
με τη θέση του υποκαταστάτη. Οι καλύτεροι αναστολείς που προέκυψαν από ένα 
πλήθος μελετών είναι οι φλαβονόλες κερσετίνη IC50 (GPa) = 4.8 μΜ, IC50 (GPb) = 20,9 
μΜ) (82) και η κερσεταγγετίνη (Ki (GPb)= 3,5 μΜ), και οι φλαβόνες βαϊκαλεΐνη (IC50 
(GPa) = 11,2 μΜ, IC50 (GPb) = 10,2 μΜ), η χυπολατεΐνη (IC50 (GPb)= 15,7 μΜ) και η 6-
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υδροξυτεολίνη (IC50 (GPb) = 11,6 μΜ) (82). Η φλαβόνη χρυσίνη φαίνεται να είναι πιο 
ισχυρή έναντι της GPb (IC50 = 15,3 μΜ) παρά έναντι της GPa (IC50> 27,5 μΜ) (82). Οι 
λίγες φλαβανόνες και ισοφλαβόνες που μελετήθηκαν δεν παρουσιάσαν σημαντική 
αναστολή. Από τις ανθοκυανιδίνες, η κυανιδίνη (IC50 (GPa) = 3,0 μΜ, IC50 (GPb)= 9,0 
μΜ) και η δελφινιδίνη (IC50 (GPa) = 3,1 μΜ, IC50 (GPb) = 10,7 μΜ) ήταν οι πιο ισχυροί 
αναστολείς από αυτές που μελετήθηκαν (82), ενώ για τις κατεχίνες οι καλύτεροι 
αναστολείς έναντι της GPa ήταν η EGCG (IC50 (GPa) = 7,7 μΜ, IC50 (GPb) = 34 μΜ) και 
η ECG (IC50 (GPa) = 12,5 μΜ, IC50 (GPb)> 27 μΜ) (80, 82), ενώ η GCG εμφάνισε επί-
σης αναστολή της τάξεως των μΜ για την GPb (IC50 = 34 μΜ) (80).  
Πρόσφατα, η σύνδεση του γαλλικού οξέος και του διμερούς του ελλαγικού οξέος 
μελετήθηκαν στη rmGPb με κινητικά και κρυσταλλογραφικά πειράματα. Το ελλαγι-
κό οξύ είναι ένας ισχυρός αναστολέας της rmGPb (IC50 = 12,1, Ki = 13,4 μΜ) και της 
rmGPa (IC50 = 3,2 μΜ, Ki= 3,9 μΜ) (2-4 φορές ισχυρότερος σε σχέση με αυτή που 
προσδιορίστηκε στη rmGPb)  (82, 83). Οι καλύτεροι αναστολείς φλαβονοειδών ένα-
ντι της GP παρουσιάζονται στην Εικόνα 17 (45). Στην αρχή θεωρήθηκε ότι τα όλα τα 
φλαβονοειδή αναστέλλουν τη rmGPb μέσω δέσμευσης της στο ίδιο κέντρο πρόσδε-
σης. Μετά από μελέτες αυτή η υπόθεση δεν επιβεβαιώθηκε και έγινε αντιληπτό ότι 
η θέση δέσμευσης επηρεάζεται από τους υποκαταστάτες τους. 
Εκχύλισμα IC50 GPa (µM) IC50 GPb (µM)  Εκχύλισμα IC50 GPa (µM) IC50 GPb (µM) 
Φλαβόνες    Ανθοκυανιδίνες   







Χρυσίνη (Chrysin) >27.5 (82)
 
15.3 (82)













  19.01 (Ki) (56) 
 Πεονιδίνη 
(Peonidin) 











>50 (82) >50 (82) 
Λουτεολίνη 
(Luteolin) 
15.6 (82) 28.8 (82)
  
Κατεχίνες   







  31.7 (82)
 
 Επικατεχίνη Χωρίς επίδρα- Χωρίς επίδρα-
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(Epicatechin) ση (82) ση (82) 





































  27 (80)
 






4.8 (82) 20.9 (82) 
 
  34 (80)
 























Φλαβανόνες   
































 3900(Ki) (83) 1730(Ki) (83)
  









Genistein >50 (82) Χωρίς επίδρα-
ση (82) 
   
 
Πίνακας 8: Οι τιμές αναστολής (IC50) σε μΜ των διάφορων φλαβονοειδών έναντι της GPa και GPb 
που δοκιμάστηκαν σε συγκεντρώσεις έως 50 μΜ (45). 
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Κερσετίνη Κερσεταγετίνη Υπολατεΐνη 
IC50 (GPa) = 4.8 (82) IC50 (GPb) = 9.7 (84), (3.5(Ki)) (84) IC50 (GPb) = 15.7 (84) 
IC50GPb = 20.9 (82), (33.5) (84), (34.8)
 Κέντρο σύνδεσης: αλλοστερικό Κέντρο σύνδεσης: άγνωστο 
Κέντρο σύνδεσης: κερσετίνης   
  
 
6-υδροξυλουτεολίνη Κυανιδίνη Δελφινιδίνη 
IC50 (GPb) = 11.6 (82) IC50 (GPa) = 3.0 (82) IC50 (GPa) = 3.1 (82) 
Κέντρο σύνδεσης: άγνωστο IC50 (GPb) = 9.0 (82)
 IC50 (GPb) = 10.7 (82) 
 Κέντρο σύνδεσης: άγνωστο Κέντρο σύνδεσης: άγνωστο 
   
EGCG GCG ECG 
IC50 (GPa) = 7.7 (82)
 IC50 (GPb) = 6.3 (85) IC50 (GPa) = 12.5 (82) 
IC50 (GPb) = 33.9 (82), (34.0) (85)
  IC50 (GPb) = 27.0 (85), (50) (82) 
Κέντρο σύνδεσης: άγνωστο 
Κέντρο σύνδεσης: νέο αλλοστερικό 
κέντρο 
Κέντρο σύνδεσης: άγνωστο 
  
Ελλαγικό οξύ Χρυσίνη 
IC50 (GPa) = 3.2 (82)
 IC50 (GPa) =27.5 (82) 
IC50 (GPb) = 12.1 (82), (13.4) (57) IC50 (GPb) = 15.3 (82), (19.01(Ki)) (56) 
Κέντρο σύνδεσης: αναστολής Κέντρο σύνδεσης: αναστολής 
Εικόνα 17: Οι πιο δραστικοί αναστολείς της κατηγορίας των φλαβονοειδών έναντι της GP (45). 
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1.14.3 Πράσινο τσάι  
Το πράσινο τσάι προέρχεται από το φυτό Camellia sinensis (Theaceae) και είναι 
γνωστό ότι είναι πλούσιο σε πολυφαινόλες ενώ αποτελεί μια σημαντική διαιτητική 
πηγή πολυφαινολών, ιδιαίτερα φλαβονοειδών. Οι κατεχίνες (flavan-3-ols) είναι τα 
κύρια φλαβονοειδή στο πράσινο τσάι (45). Τα κύρια συστατικά της κατεχίνης είναι η 
3- γαλλική-επιγαλοκατεχίνη (EGCG), η επιγαλοκατεχίνη (EGC), η 3- γαλλική-
επικατεχίνη (ECG), και η επικατεχίνη (EC), οι οποίες αποτελούν το 16, 5,2, 3,5 και 
1,3%, αντίστοιχα του συνολικού εκχυλίσματος τσαγιού. Το 50% του υδατικού εκχυ-
λίσματος/αιθανόλης του πράσινου τσαγιού έδειξε ισχυρή αναστολή έναντι της GPb, 
με τιμή IC50 7.3 μg / mL (45). Η γαλλική κατεχίνη (CG), η ECG και η EGCG  εμφάνισαν 
σημαντική αναστολή έναντι της GPb, με τιμές IC50 35, 27 και 34 μΜ αντίστοιχα (80). 
Η GCG εμφάνισε την πλέον ισχυρή αναστολή έναντι της GPb, με τιμή IC50 6,3 μΜ. Οι 
CG, GCG, ECG και η EGCG αναστέλλουν σημαντικά την απελευθέρωση γλυκόζης από 
τα ηπατοκύτταρα ποντικού με δοσοεξαρτώμενο τρόπο, με τιμές λουτεολίνης 
(luteolin) και κερσετίνης (quercetin) 21 ± 6.1, 25 ± 8.5, 46 ± 6.0 και 15 ± 4.2 μΜ, α-
ντίστοιχα (45).  
Ένωση IC50 (μM) 
  GPb Παραγωγή γλυκόζης 
Εκχύλισμα πράσινου 
τσαγιού 
7.3 μg/mL ND 
(-)-κατεχίνη NI ND 
(+)-κατεχίνη NI ND 
γαλλοκατεχίνη (GC) NI ND 




(-)-επικατεχίνη(-EG) NI ND 
(+)-επικατεχίνη (+EC) NI ND 
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Πίνακας 9: Συγκέντρωση κατεχινών που οδηγούν σε 50% αναστολή της GPb καθώς και σε μείωση της 
παραγωγής γλυκόζης σε ηπατοκύτταρα ποντικών (όπου ΝΙ: μικρότερη της 50% αναστολής στα 400 
mM, ενώ ND: δεν υπολογίστηκε) (45). 
Το εκχύλισμα από χαμομήλι προέρχεται από το Matricaria chamomilla L. 
(Asteraceae), ένα φυτό που χρησιμοποιείται για την παρασκευή φυτικών φαρμάκων 
στην Ευρώπη. Το φυτό M. chamomilla παράγει τρεις διαφορετικές κατηγορίες χημι-
κών ενώσεων τα σεσκιτερπένια, τις κουμαρίνες και τα φλαβονοειδή ως δευτερογε-
νή συστατικά (35).  
 
Εικόνα 18: Δομή των κύριων συστατικών που προέρχονται από το M. chamomilla L.(45) 
Το εκχύλισμα χαμομηλιού με θερμό ύδωρ εμφάνισε μέτρια αναστολή έναντι της 
GPb (IC50 = 197 μg / mL). Τα συστατικά του λουτεολίνη και κερσετίνη ήταν ισχυροί 
αναστολείς έναντι της GPb με τιμές IC50 31,7 και 34,8 μΜ αντίστοιχα, ενώ οι υπό-
λοιπες ενώσεις δε παρουσίασαν κάποια αξιοσημείωτη αναστολή. Η αναστολή που 
εμφανίζεται από αυτό το εκχύλισμα χαμομηλιού είναι μάλλον ασθενής σε σύγκριση 
με τις εμφανιζόμενες τιμές IC50 από τα πολυφαινολικά εκχυλίσματα των υποπροϊό-
ντων οινοποίησης Vitis vinifera (IC50 = 2-12,5 μg / mL) (34, 35) και αυτό μπορεί να 
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Απιγενίνη (Apigenin) >100 
Λουτεολίνη (Luteolin) 31.7 
Κερσετίνη (Quercetin) 34.8 
α-Bisabolol >100 
α-Farnesene >100 
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Υπάρχουν αρκετές ομοιοπολικές τροποποιήσεις (αντιστρεπτές ή μη) που ακολου-
θούν τη μετάφραση των πρωτεϊνών και είναι αναγκαίες για τη βιολογική δράση. 
Μερικές από αυτές είναι η φωσφορυλίωση, η αδενυλίωση, η ακυλίωση, η ουριδιλί-
ωση, η μεθυλίωση κ.α. (12). Η φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών είναι μια κοινή μετα-
μεταφραστική τροποποίηση που εμπλέκεται σε πολλές φυσιολογικές και παθοφυ-
σιολογικές διεργασίες. Η τροποποίηση των πρωτεϊνών με φωσφορυλίωση ή απο-
φωσφορυλίωση καταλύεται από τις πρωτεϊνικές κινάσες ή τις φωσφατάσες αντί-
στοιχα και αποτελεί ένα από τα πιο κοινά μέσα ομοιοπολικής τροποποίησης. Οι 
πρωτεϊνικές κινάσες απαρτίζουν μία από τις μεγαλύτερες και πιο γνωστές οικογέ-
νειες πρωτεϊνών, με περισσότερα από 100 ομόλογα ένζυμα στις ζύμες και πάνω από 
500 σε ανθρώπους (86).  
Όλες οι ευκαρυωτικές πρωτεϊνικές κινάσες μοιράζονται έναν κοινό καταλυτικό κορ-
μό, ο οποίος καταλύει τη μεταφορά της γ-φωσφορικής ομάδας ενός τριφωσφορι-
κού νουκλεοζίτη στο υδροξύλιο της πλευρικής αλυσίδας μιας σερίνης, θρεονίνης ή 
τυροσίνης. Οι πρωτεινικές κινάσες καταλύουν την αντίδραση: 
MgATP1− + protein–O:H → protein–O:PO3
2− + MgADP + H+ 
Σημειώνεται ότι η ομάδα (PO3
2-) και όχι η ομάδα (OPO3
2-) μεταφέρεται από την ΑΤΡ, 
στο υπόστρωμα της πρωτεΐνης. Για την αντίδραση της κινάσης όπως αναφέρθηκε 
και παραπάνω απαιτείται ένα δισθενές κατιόν όπως το Mg2+. Η δραστικότητα μερι-
κών πρωτεϊνικών κινασών in vitro είναι μεγαλύτερη παρουσία Mn2+ σε σχέση με το 
Mg2+, αλλά η κυτταρική συγκέντρωση του Mg2+ είναι πολύ μεγαλύτερη από αυτή 
του Mn2+, έτσι ώστε το κυρίαρχο φυσιολογικό υπόστρωμα να είναι MgATP-1.  
Κάθε κινάση αναγνωρίζει μόνο συγκεκριμένα υποστρώματα και η καθεμία ρυθμίζε-
ται από έναν ξεχωριστό μηχανισμό (12, 87). Η πρόσδεση της φωσφορικής ομάδας 
οδηγεί σε εκτεταμένες αλληλεπιδράσεις δεσμών υδρογόνου μεταξύ των ατόμων 
οξυγόνου της ομάδας και των καταλοίπων της πρωτεΐνης συνδέοντας διάφορα μέρη 
της πολυπεπτιδικής αλυσίδας (88), προκαλώντας αλλαγές στη διαμόρφωσή και στις 
επιφανειακές ιδιότητες της. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την προαγωγή ή την αναστο-
λή της βιολογικής λειτουργίας πρωτεϊνών που παίρνουν μέρος σε ενδοκυτταρικές 
μεταβολικές διαδικασίες ή σχετίζονται με τη γονιδιακή έκφραση, την κυτταρική α-
νάπτυξη και κινητικότητα, την κυτταρική διαφοροποίηση και την κυτταρική διαίρε-
ση. Αποτέλεσμα των παραπάνω είναι η ενεργοποίηση και απενεργοποίηση των 
πρωτεϊνικών κινασών και των φωσφατασών να είναι εξίσου σημαντική και με τη 
καταλυτική τους δραστικότητα (89). Τέλος, φαίνεται ακόμη ότι ο πολλαπλασιασμός 
των καρκινικών κυττάρων περιλαμβάνει συχνά μεταβολές στη δραστικότητα των 
κινασών σε διάφορα σηματοδοτικά μονοπάτια (90). 
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2.2 Πρωτεϊνικές κινάσες 
Υπάρχουν 518 γονίδια που ενεργοποιούν ανθρώπινες πρωτεϊνικές κινάσες μαζί με 
106 ψευδογονίδια. Επιπλέον, περίπου 50 από τα 518 παράγωγα των γονιδίων στε-
ρούνται σημαντικά καταλυτικά κατάλοιπα και αναφέρονται ως πρωτεϊνικές ψευδο-
κινάσες.  
Ο Manning και οι συνεργάτες του ανέφεραν ότι η οικογένεια των πρωτεϊνικών κινα-
σών ίσως να είναι η δεύτερη μεγαλύτερη ενζυμική οικογένεια και η πέμπτη μεγαλύ-
τερη γονιδιακή οικογένεια στον άνθρωπο (91, 92). Επίσης, η χρωμοσωμική χαρτο-
γράφηση αποκάλυψε ότι 244 από τα 518 γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεϊνικές 
κινάσες χαρτογραφούνται σε τόπους ασθενειών ή καρκινικά amplicons (ενισχύσεις 
γονιδίων), αποτέλεσμα που υπογραμμίζει περαιτέρω τη σημασία των αναστολέων 
που στοχεύουν σε πρωτεϊνικές κινάσες ως πιθανούς στόχους φαρμάκων (91). 
Η αλλοστερική αλληλεπίδραση των πρωτεϊνικών κινασών και των ψευδοκινάσεων 
με άλλες πρωτεΐνες αποτελεί ένα σημαντικό ρυθμιστικό χαρακτηριστικό της υπε-
ροικογένειας των πρωτεϊνικών κινασών τόσο στη βιοχημεία όσο και στην κυτταρική 
βιολογία. Εκτός από σπάνιες εξαιρέσεις απαιτείται ένα δισθενές κατιόν για την κα-
ταλυτική δράση. Όλες οι πρωτεϊνικές κινάσες υπάρχουν σε μια βασική κατάσταση 
και ενεργοποιούνται μόνο εφόσον είναι αναγκαίο, ενώ οι μηχανισμοί για τη μετά-
βαση μεταξύ ενεργών και ανενεργών μορφών των πρωτεϊνικών κινασών μπορεί να 
είναι περίπλοκοι (93).  
Οι πρωτεϊνικές κινάσες ανήκουν στην ευρύτερη κατηγορία των τρανσφερασών. Οι 
τρανσφεράσες είναι ένζυμα που καταλύουν τις αντιδράσεις μεταφοράς κάποιας 
ομάδας, όπως είναι της φωσφορικής ομάδας της ATP, από ένα μόριο σε κάποιο άλ-
λο (61). Δεν θα πρέπει να υπάρχει ωστόσο σύγχυση με τις φωσφορυλάσες, όπου 
μέσω αυτών διεξάγεται η διαδικασία της φωσφορόλυσης ή με τις φωσφατάσες. 
Η καταλυτική περιοχή των κινασών είναι συντηρημένη. Η πρώτη τρισδιάστατη δομή 
καταλυτικής περιοχής κινάσης που προσδιορίστηκε είναι αυτή της cAPK (cAMP-
εξαρτώμενη από ATP κινάση PDB ID: 2CPK), χρησιμοποιώντας κρυσταλλογραφία 
ακτίνων Χ το 1991 (91). Το 1993, προσδιορίστηκε μια δεύτερη δομή με τη κρυστάλ-
λωση της  καταλυτικής επικράτειας παρουσία ενός μορίου ΑΤΡ και ενός πεπτιδικού 
υποστρώματος (94). Το αμινοτελικό τους άκρο, αποτελείται κυρίως από β-πτυχωτά 
φύλλα και είναι συνδεδεμένο με ένα μεγαλύτερο καρβοξιτελικό τελικό άκροπου 
σχηματίζεται κυρίως από α έλικες (93). Σχεδόν όλες οι ενεργές πρωτεϊνικές κινάσες 
περιέχουν μια ακολουθία υπογραφής K / E / D / D που είναι σημαντική τόσο για τη 
δομή όσο και για τον καταλυτικό τους μηχανισμό (93). Επειδή οι μεταλλάξεις και η 
δυσλειτουργία των πρωτεϊνικών κινασών παίζουν σημαντικό ρόλο σε διάφορες α-
σθένειες, αποτελούν έναν από τους σημαντικότερους στόχους για την ανακάλυψη 
φαρμάκων τις τελευταίες δύο δεκαετίες (93). Το 2001 εγκρίθηκε από τον Παγκόσμιο 
Οργανισμό Φαρμάκων (FDA) η ένωση Imatinib (Gleevec) με σκοπό τη θεραπεία της 
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χρόνιας μυελογενούς λευχαιμίας, ενώ περισσότεροι από είκοσι τέσσερις διαφορετι-
κοί αναστολείς που στοχεύουν σε  πρωτεϊνικές κινάσες εγκρίθηκαν μεταγενέστερα 
από τον FDA, με τα φάρμακα αυτά να συνδέονται στη θέση δέσμευσης της ΑΤΡ (94).  
Παρά την πολύ συντηρημένη δομή που παρουσιάζουν στα κατάλοιπα της καταλυτι-
κής περιοχής, πολλές πρωτεϊνικές κινάσες έχουν μοναδική και διαφορετική φυσιο-
λογική λειτουργία. Η δραστικότητα των πρωτεϊνικών κινασών υπόκειται γενικά σε 
αυστηρό ρυθμιστικό έλεγχο, ενώ in vivo προσδιορίζεται από διάφορα σήματα που 
επηρεάζουν την ρυθμιστική της περιοχή. Ορισμένες κινάσες έχουν περισσότερες 
από μία ρυθμιστικές υπομονάδες ή περιοχές και η δραστικότητά φωσφομεταφοράς 
μπορεί να επηρεαστεί από περισσότερα του ενός σήματα. Αντίθετα, μερικά σήματα 
μπορούν να ενεργοποιήσουν πολλές κινάσες.  
2.3 Κατηγορίες Πρωτεϊνικών Κινασών 
Η κατάταξη των κινασών γίνεται με βάση το αμινοξύ που φωσφορυλιώνουν (95). 
Έτσι διακρίνονται σε: (α) κινάσες σερίνης / θρεονίνης, (β) κινάσες τυροσίνης, (γ) κι-
νάσες διπλής εξειδίκευσης, ικανές να φωσφορυλιώνουν σερίνη / θρεονίνη και τυ-
ροσίνη. Στο ανθρώπινο γονιδίωμα πραγματοποιείται φωσφορυλίωση σε κατάλοιπα 
σερίνης, θρεονίνης και τυροσίνης με ποσοστό 86,4%, 11,8% και 1,8% αντιστοίχα 
(96).  Οι κινάσες σερίνης / θρεονίνης εντοπίζονται σε όλους τους ευκαρυώτες σε α-
ντίθεση με τις κινάσες τυροσίνης που είναι εξελικτικά πιο σύγχρονες και συμμετέ-
χουν στη διακυτταρική επικοινωνία και την κυτταρική ανάπτυξη (97). Αν και λιγότε-
ρο συχνή από τη φωσφορυλίωση σε κατάλοιπα σερίνης ή θρεονίνης, η φωσφορυ-
λίωση σε κατάλοιπο τυροσίνης είναι ζωτικής σημασίας για την υγεία και την πρό-
κληση ασθενειών (96).  
Οι πρωτεϊνικές κινάσες διαχωρίζονται σε δύο μεγάλες ομάδες, τις ePK κινάσες (eu-
karyotic Protein Kinases) και τις aPK (atypical Protein Kinases). Ο διαχωρισμός των 
κινασών, έγινε με βάση την ομοιότητα που εμφανίζουν στην καταλυτική περιοχή 
(96). Στην Εικόνα 19 παρουσιάζεται το σύνολο των πρωτεϊνικών κινασών ως ePKs 
(ευκαρυωτικές πρωτεϊνικές κινάσες), που θα μπορούσαν να χωρισθούν σε εννέα 
μεγάλες ομάδες, βάσει της χαρακτηριστικής ακολουθίας αναγνώρισης. Η ανάλυση 
περιλαμβάνει επίσης τις aPKs (άτυπες πρωτεϊνικές κινάσες) που περιέχουν 40 ένζυ-
μα, πρωτεΐνες που αναφέρθηκαν πως έχουν βιοχημική δράση κινάσης, αλλά δεν 
παρουσίαζαν ομοιότητα ως προς την αλληλουχία με την περιοχή των ePKs (Εικόνα 
19).   
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Εικόνα 19: Ανθρώπινο Κίνομα. Οι καταλυτικές περιοχές (δράσης κινάσης) χωρίζονται σε εννέα 
φυλογενετικές ομάδες ακολουθώντας την ταυτότητα της αλληλουχίας που αναγνωρίζουν (98) 
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Φυλογενετική σύγκριση του ανθρώπινου κινόματος με αυτή των ζυμών, των νημα-
τωδών σκωλήκων, των εντόμων και άλλων οργανισμών δείχνει ότι οι περισσότερες 
οικογένειες των ePK μοιράζονται μεταξύ των διαφορετικών ευκαρυωτών (96). Η πιο 
δραματική διαφορά είναι η έλλειψη κινασών τυροσίνης στους μονοκύτταρους ορ-
γανισμούς, καθώς και οι σχετικά λίγες παρόμοιες κινάσες στο κίνομα των φυτών 
(Πίνακας 11) (96). Είναι σημαντικό επίσης να αναφερθεί ότι το κίνομα του ρυζιού 
περιέχει 40% περισσότερες κινάσες από αυτό του Arabidopsis  και είναι τρεις φορές 
μεγαλύτερο από το ανθρώπινο κίνομα. Πάνω από τα δύο τρίτα όλων των κινασών 
του ρυζιού ανήκουν στην ομάδα TKL (1179 από 1778 ePKs)(96). Κινάσες αυτής της 
ομάδας έχουν ομοιότητα με την αντίστοιχη αλληλουχία των κινασών τυροσίνης, αλ-
λά με δραστικότητα κινάσης σερίνης/θρεονίνης (96). 
 
























































































































































518 240 454 130 1792 331 
Αριθμός 
των ePKs 
478 223 434 115 1778 318 
Αριθμός 
των TKs 
90 32 90 0 5 ~95 
Αριθμός 
των TKLs 
43 17 15 0 1179 28 
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2.4 Δομή των πρωτεϊνικών κινασών 
Οι κινάσες αποτελούνται από μια καταλυτική περιοχή 250-290 καταλοίπων 
συμπεριλαμβανομένου και του ενεργού κέντρου, το οποίο βρίσκεται μεταξύ ενός Ν-
τελικού άκρου που αποτελείται από β- πτυχωτά φύλλα και μία α-έλικα ("C helix"), 
καθώς και ένα μεγαλύτερο C-τελικό άκρο (Εικόνα 20, Εικόνα 21, Εικόνα 22)(99).  
 
Εικόνα 20: Αρχιτεκτονική των πρωτεϊνικών κινάσων. Απεικόνιση των βασικών δομικών και 
ρυθμιστικών χαρακτηριστικών των πρωτεϊνικών κινασών, με μοντέλο την  πρωτεϊνική κινάση Α (PDB 
ID 1ATP). Με λευκό χρώμα απεικονίζεται το Ν-τελικό άκρο, με κίτρινο χρώμα απεικονίζεται το C-
τελικό άκρο, με κόκκινο χρώμα απεικονίζεται η C έλικα, με γαλάζιο χρώμα απεικονίζεται το τμήμα 
ενεργοποίησης, με μωβ απεικονίζεται η επέκταση του Ν-τελικού άκρου, με ροζ χρώμα απεικονίζεται 
η επέκταση του C-τελικού άλρου, με πράσινο χρώμα παρουσιάζεται το τμήμα αλλήλεπίδρασης με 
άλλες πρωτεΐνες (εδώ συγκεκριμένα με τον αναστολέα ΡΚΙ). Στη παρούσα εικόνα φαίνονται τρεις 
διαφορετικές απεικονίσεις σε περιστροφή 90 ° γύρω από κάθετο άξονα (99). 
Η εσοχή περιέχει την περιοχή δέσμευσης της ΑΤΡ, και βρίσκεται μεταξύ των δύο 
λοβών (Εικόνα 21). Στις ενεργοποιημένες κινάσες, οι λοβοί συγκλίνουν για να 
σχηματίσουν μια βαθιά εσοχή όπου ο δακτύλιος της αδενίνης της ΑΤΡ δεσμεύεται 
με τέτοιο τρόπο ώστε η γ-φωσφορική ομάδα να τοποθετείται στην εξωτερική θέση 
όπου λαμβάνει χώρα η μεταφορά της φωσφορικής ομάδας, ενώ το υπόλοιπο τμήμα 
της ATP είναι ενταφιασμένο σε μια υδρόφοβη περιοχή της εσοχής. Δίπλα στη θέση 
δέσμευσης της ΑΤΡ βρίσκεται μια ρηχή εσοχή που ονομάζεται περιοχή δέσμευσης 
του υποστρώματος (SBS) η οποία αγκυροβολεί το υπόστρωμα και τοποθετεί στη 
σωστή θέση το κατάλοιπο που πρόκειται να φωσφορυλιωθεί (Εικόνα 21) (100). 
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Εικόνα 21: Η δομή της καταλυτικής περιοχής των πρωτεϊνικών κινασών. (Α) Η καταλυτική περιοχή 
των κινασών αποτελείται από ένα μικρό Ν-τελικό λοβό (μπλε χρώμα) και έναν C-τελικό λοβό (κόκκινο 
χρώμα). (Β) Η θέση δέσμευσης της ΑΤΡ (πράσινο χρώμα) βρίσκεται στην σχισμή μεταξύ των λοβών. 
Το SBS (κίτρινο χρώμα) αλληλεπιδρά άμεσα με το υπόστρωμα (πορφυρό χρώμα). PKI, αναστολέας 
της πρωτεϊνικής κινάσης Α (100). 
Ο C-τελικός λοβός αποτελείται από α-έλικες ενώ περιλαμβάνει και την περιοχή 
ενεργοποίησης, μια περιοχή αποτελούμενη από 20-35 κατάλοιπα ενός 
συντηρημένου DFG και APE μοτίβου (99, 101, 102). Στην ενεργή διαμόρφωση, η C-
τελική έλικα πακετάρεται έναντι του Ν-τελικού λοβού και του καταλοίπου του 
ασπαρτικού (του DFG) με το Mg2+ που έχει ως στόχο το σωστό προσανατολισμό της 
ΑΤΡ (99). Στην ανενεργή διαμόρφωση, αυτή η τελευταία αλληλεπίδραση συχνά 
διαταράσσεται και το κατάλοιπο φαινυλαλανίνης του μοτίβου DFG είναι στραμμένο 
προς την ΑΤΡ (Εικόνα 22). 
 
Εικόνα 22: Ενεργές και ανενεργές κινάσες. (a) Απεικόνιση των συντηρημένων καταλοίπων στη 
καταλυτική θέση της πρωτεϊνικής κινάσης Α (ΡΚΑ) παρουσία της ΑΤΡ και ενός υποστρώματος. Το 
τμήμα ενεργοποίησης ξενικάει με το D184. (b) Λεπτομέρειες σχετικά με τα μοτίβα C-helix και DFG 
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στην αρχή του τμήματος ενεργοποίησης για τη ΡΚΑ στην ενεργή διαμόρφωση. (c) Λεπτομέρειες 
σχετικά με τα μοτίβα C-helix και DFG στην αρχή του τμήματος ενεργοποίησης της κινάσης τυροσίνης 
Abl παρουσία του Gleevec στην ανενεργή διαμόρφωση (PDB ID 1ΙΕΡ) (99).  
Τα υποστρώματα προσδένονται και τοποθετούνται κοντά σε αυτή την εσοχή έτσι 
ώστε η υδροξυλομάδα του φωσφορυλιωμένου καταλοίπου να δέχεται τη γ-
φωσφορική ομάδα της ATP. Οι πλευρικές περιοχές βοηθούν στη σταθεροποίηση 
των ενεργών κινασών και είναι απαραίτητες για τη καταλυτική τους δράση (100). 
2.5 Κινάση της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου (PhK) 
Οι αντιδράσεις φωσφορυλίωσης όπως αναφέρθηκε και παραπάνω αποτελούν έναν 
από τους κύριους ρυθμιστικούς μηχανισμούς ελέγχου στα ευκαρυωτικά κύτταρα. Η 
κινάση της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου, ήταν η πρώτη πρωτεϊνική κινάση που 
αναγνωρίστηκε και απομονώθηκε, ενώ αποτελεί, για παραπάνω από 60 χρόνια, α-
ντικείμενο μελέτης (103, 104). Η PhK (EC 2.7.1.38) αποτελεί ένα ένζυμο κλειδί στον 
έλεγχο της γλυκογονόλυσης. Τα κύρια υποστρώματά της in vivo είναι η GPb και η 
συνθάση του γλυκογόνου (GS). Ενσωματώνει σήματα από διαφορετικές οδούς με-
ταγωγής σήματος - ορμονικούς αγγελιοφόρους (αδρεναλίνη), νευρωνικά ερεθίσμα-
τα (Ca2+) και μεταβολικά σήματα (π.χ. επίπεδα διφωσφoρικής αδενοσίνης [ADP]) - 
για την ταχεία κινητοποίηση των αποθεμάτων του γλυκογόνου. Ο κύριος ρόλος της 
είναι η μετατροπή μέσω φωσφορυλίωσης της ανενεργούς GPb σε ενεργή GPa 
(Εικόνα 23) (87, 96). Προκειμένου να γίνει η φωσφορυλίωση της GPb, η PhK θα 
πρέπει να αναγνωρίσει μια συγκεκριμένη αμινοξική αλληλουχία με σκοπό να προσ-
δεθεί και να φωσφορυλιώσει τη Ser 14. H αλληλουχία αυτή έχει βρεθεί πως έχει 
διάταξη: K/RXXS*V/I ή πιο συγκεκριμένα η αλληλουχία είναι η Arg/Lys-X-X-Ser-
Val/Ile-Y όπου Χ και Υ είναι τυχαία αμινοξέα. Η περιοχή φωσφορυλίωσης αποτε-
λούμενη από τα αμινοξέα 11 εώς 16 (Arg-Gln-Ile-Ser*-Val-Arg) του αμινοτελικού ά-
κρου περιέχει τρία βασικά αμινοξέα και καθόλου όξινες ομάδες (105). Η Ser14 και η 
Arg16, του αμινοτελικού άκρου προσανατολίζονται προς την όξινη περιοχή η οποία 
παράλληλα αποτελεί ένα μη ιδανικό περιβάλλον της αρνητικά φορτισμένης φω-
σφορικής ομάδας. Από όλες τις πρωτεϊνικές κινάσες που έχουν χαρακτηριστεί μέχρι 
σήμερα, η PhK είναι η μεγαλύτερη σε μέγεθος και παρουσιάζει την πολυπλοκότερη 
δομή (106, 107).   
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Εικόνα 23: Η ανενεργή GPb και η ενεργή GPa. Η μια υπομονάδα εμφανίζεται με πράσινο και η άλλη 
με κυανό. Η Ν-τελική περιοχή φέρει τη θέση αναγνώρισης για τη φωσφοσερίνη 14 και εμφανίζεται 
με πορτοκαλί χρώμα στις δύο υπομονάδες. Κατά τη φωσφορυλίωση στη Ser14 από τη κινάση της 
φωσφορυλάσης του γλυκογόνου η GPb μετατρέπεται σε GPa (96). 
Η PhK αποτελείται από τέσσερις υπομονάδες, με στοιχειομετρία (αβγδ)4 και συνολι-
κό μοριακό βάρος (MW) 1,3x106 Da. Οι υπομονάδες α και β είναι ομόλογες ρυθμι-
στικές υπομονάδες. Αυτοφωσφορυλίωση ή φωσφορυλίωση αυτών των υπομονά-
δων από την εξαρτώμενη από τη cAMP πρωτεϊνική κινάση οδηγεί σε ενεργοποίησή 
της PhK (ορμονική διέγερση) (87). Η νευρωνική διέγερση πραγματοποιείται και μέ-
σω των ιόντων Ca2+, τα οποία συνδέονται με την εγγενή υπομονάδα δ (καλμοδουλί-
νη) προωθώντας έτσι τη σύσπαση των μυών και τη παραγωγή ενέργειας. Παρατη-
ρείται διαφορά μεταξύ της PhK και άλλων εμζύμων που ρυθμίζονται μέσω της καλ-
μοδουλίνης, καθώς η υπομονάδα δ συνδέεται στενά στο ολοένζυμο και απουσία 
ασβεστίου (87). Επίσης ένα σημαντικό χαρακτηριστικό της PhK είναι ότι δεν απαι-
τείται φωσφορυλίωση στη περιοχή με δράση κινάσης με σκοπό την ενεργοποίηση 
της, αλλά κατά την απομόνωση της είναι ιδιοστατικά ενεργή. Έχει ένα γλουταμικό 
στη πιο πιθανή θέση φωσφορυλίωσης (σερίνης, θρεονίνης ή τυροσίνης) στην περιο-
χή ενεργοποίησης (89, 108). Επομένως, ο ρόλος των ρυθμιστικών υπομονάδων α, β 
και δ είναι να περιορίσουν, είτε άμεσα είτε έμμεσα, τη δραστικότητα κινάσης (87). 
Η PhK εντοπίζεται σχεδόν σε όλα τα κύτταρα των ανώτερων ευκαρυωτικών οργανι-
σμών, και ιδιαιτέρως στους μυς, στο ήπαρ και τον εγκέφαλο. Μάλιστα ο εντοπισμός 
της στα αστρογλοιακά κύτταρα του εγκεφάλου, καταδεικνύει το καθοριστικό ρόλο 
που παίζει στη διατήρηση της ομοιόστασης της γλυκόζης του εγκεφάλου (109, 110).  
Έχουν αναφερθεί διάφορες πρωτεΐνες που φωσφορυλιώνονται από την PhK in vitro 
συμπεριλαμβανομένου της τροπονίνης Ι, της τροπονίνης Τ, της καζεΐνης, της ιστόνης 
Η, της νευρογρανίνης στη δική της υπομονάδα β και της πρωτεΐνης Tau που σχετίζε-
ται με τη νόσο Alzheimer (111). Ανάλογα με την πολυπλοκότητα της δομής είναι και 
η πολυπλοκότητα της ρύθμισης. Δεδομένου ότι έχει ένα και μόνο χαρακτηριστικό 
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υπόστρωμα in vivo μέχρι σήμερα, τη φωσφορυλάση του γλυκογόνου (GP) και τη 
συνθάση του γλυκογόνου (GS), και παρόλο που έχει πολλούς μηχανισμούς ελέγχου, 
δεν είναι προφανές γιατί η πρωτεΐνη θα πρέπει να είναι τόσο μεγάλη και να έχει μια 
τόσο περίπλοκη δομή (106). 
2.5.1 Σηματοδοτικό μονοπάτι ενεργοποίησης 
Ορισμένες ορμόνες όπως η γλυκαγόνη και η αδρεναλίνη (συχνά αποκαλούμενη και 
επινεφρίνη)  διεγείρουν σε πολύ μεγάλο βαθμό την αποικοδόμηση του γλυκογόνου. 
Η μυϊκή δραστηριότητα ή η αναμονή της οδηγούν σε απελευθέρωση από τον μυελό 
των επινεφριδίων αδρεναλίνης, η οποία διεγείρει σε μεγάλο βαθμό την αποικοδό-
μηση του γλυκογόνου στους μυς και σε μικρότερη έκταση στο ήπαρ (το ήπαρ είναι 
περισσότερο ευαίσθητο στη γλυκαγόνη) (12).   
Η σηματοδότηση μέσω ορμονικού ερεθίσματος από την αδρεναλίνη (στους μυς) 
μέσω του επταδιαμεμβρανικού αδρενεργικού υποδοχέα β ενεργοποιεί το ετεροτρι-
μερές σύμπλοκο της πρωτεΐνης G στην υπομονάδα α που βρίσκεται εντός της πλα-
σματικής μεμβράνης. Η υπομονάδα α της G πρωτεΐνης που δεσμεύει GTP, ενεργο-
ποιεί την αδενυλική κυκλάση (μια διαμεμβρανική πρωτεΐνη), η οποία καταλύει το 
σχηματισμό του δεύτερου αγγελιαφόρου, της κυκλικής AMP (cAMP) από ATP.  Το 
cAMP ενεργοποιεί την κυκλοεξαρτώμενη από AMP πρωτεϊνική κινάση Α (PKA) μέσω 
δέσμευσης στη ρυθμιστική υπομονάδα όπου και αποδεσμεύεται από τη καταλυτική 
υπομονάδα. Η PKA φωσφορυλιώνει τις υπομονάδες άλφα και βήτα της PhK (περί-
που σε επτά θέσεις στην υπομονάδα άλφα και σε τέσσερις θέσεις στην υπομονάδα 
βήτα) (Εικόνα 24) (112).  
Η ετεροτριμερής πρωτεΐνη G ενεργοποιεί, μέσω της σύνδεσης της στον επταδια-
μεμβανικό υποδοχέα α, τη φωσφολιπάση C και συνεπώς τον καταρράκτη των φω-
σφοϊνοσιτιδίων. Η επακόλουθη αύξηση των επιπέδων της 1,4,5-τριφωσφορικής ι-
νοσιτόλης (IP3) επάγει την απελευθέρωση Ca2+ από το ενδοπλασματικό δίκτυο. Η 
IP3 διεγείρει την παροδική απελευθέρωση Ca2+. Η απελευθέρωση Ca2+ από το σαρ-
κοπλασματικό δίκτυο διεγείρεται από ένα νευρικό παλμό στη νευρομυϊκή σύνδεση 
που οδηγεί σε αποπόλωση της πλασματικής μεμβράνης. Το σήμα αποπόλωσης με-
ταφέρεται στην περιοχή των εισαγωγών σωληναρίων Τ, μέσω αλλαγών στη στερεο-
διαμόρφωση των υποδοχέων της διυδροπυριδίνης και της ρανανοδίνης στο σαρκο-
πλασματικό δίκτυο για να διεγείρει την απελευθέρωση του Ca2+. Το Ca2+ δεσμεύεται 
στην υπομονάδα δ (καλμοδουλίνη) της PhK. Η ADP που παράγεται από το μεταβο-
λισμό της ΑΤΡ, συνδέεται με την υπομονάδα β της PhK (12, 106).  
Τα συνδυασμένα αποτελέσματα της φωσφορυλίωσης, της δέσμευσης Ca2+ και της 
μεταβολικής διέγερσης ενεργοποιούν την PhK, η οποία με τη σειρά της φωσφορυ-
λιώνει τη φωσφορυλάση του γλυκογόνου, μετατρέποντας την ανενεργή GPb σε ε-
νεργό GPa και διεγείροντας έτσι τη διάσπαση του γλυκογόνου (106). Η PhK παρου-
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σιάζει μέγιστη δραστικότητα μόνο ύστερα από φωσφορυλίωση της υπομονάδας β ή 
ενεργοποίηση της υπομονάδας δ μετά τη δέσμευση Ca2+ (90). Τέλος, έχει προταθεί 
ένας καταλυτικός μηχανισμός για τη PhK. Η καταλυτική αντίδραση της είναι σύμφω-
νη με ένα κινητικό μηχανισμό (τυχαίο μηχανισμό bi-bi) όπου η απελευθέρωση των 
προϊόντων αποτελεί το ρυθμοκαθοριστικό στάδιο της αντίδρασης. Η σειρά σύνδε-
σης των υποστρωμάτων είναι τυχαία και εξαρτάται από το πιο υπόστρωμα βρίσκε-
ται σε κορεσμό σε συνδυασμό με τη συγγένεια του ενζύμου για κάθε υπόστρωμα. 
Οι μικροσκοπικές σταθερές της αντίδρασης υποδηλώνουν ένα μηχανισμό μη ταχεί-
ας ισορροπίας όπου το χημικό στάδιο της αντίδρασης συμβαίνει πιο γρήγορα από 
τη σύνδεση των υποστρωμάτων (113). Οι σταθερές υπολογίστηκαν με κινητικές με-
λέτες (113, 114).  
 
Εικόνα 24: Ενεργοποίηση του καταρράκτη σηματοδότησης από την αδρεναλίνη (96). 
Σύμφωνα με τα παραπάνω γίνεται αντιληπτό ότι η ενεργοποίηση της PhK είναι πο-
λύπλοκη, με αρκετά διαφορετικά σημεία ελέγχου. In vitro η τιμή του pH επηρεάζει 
την ενεργοποίησή της. Η ανενεργή PhK παρουσία ασβεστίου εμφανίζει χαμηλή 
δραστικότητα σε pH 6,8. Η δραστικότητα αυξάνεται σημαντικά σε pH 8,2, αλλά και 
τότε απαιτείται η παρουσία ασβεστίου. Η ενεργοποίηση της PhK με φωσφορυλίωση 
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ή περιορισμένη πρωτεόλυση οδηγεί σε αύξηση της δραστικότητας σε pH 6,8 αλλά 
μικρή αλλαγή στη δραστικότητα σε pH 8,2 (87, 115). 
Είναι απαραίτητο να αναφερθεί πως οι μέχρι τώρα μελέτες σύνδεσης αναστολέων 
έδειξαν ότι ανάλογα κουρκουμίνης και ινδιρουβίδης είναι ισχυροί συναγωνιστικοί 
αναστολείς της PhK ως προς το ATP, ενώ το ανάλογο της φλαβοπυριδόλης KT5720 
αποτελεί τον ισχυρότερο και πιο εξειδικευμένο αναστολέα της μέχρι σήμερα με τι-
μές Ki της τάξεως των nM  (116).  
2.5.2 Δομικές μελέτες του ολοενζύμου της κινάσης της φωσφορυλάσης του γλυ-
κογόνου 
Με σκοπό τη κατανόηση της δομικής βάσης των μηχανισμών που εμπλέκονται στη 
ρύθμιση της PhK ήταν αναγκαίος ο προσδιορισμός της δομής του ολοενζύμου ώστε 
να αποσαφηνιστούν τόσο οι αλληλεπιδράσεις της με άλλες πρωτεΐνες όσο και ο έ-
λεγχος της δραστικότητας της με φωσφορυλίωση. Η μελέτη της δομής με κρυσταλ-
λογραφία ακτίνων Χ ωστόσο παρουσιάζει δυσκολίες λόγω του μεγέθους της πρω-
τεΐνης και οι προσπάθειες ανάλυσης της δομής έχουν στραφεί στην τεχνική της ηλε-
κτρονιακής μικροσκοπίας (single-particle analysis). Αρχικά προσδιορίστηκε η δομή 
της PhK σε ευκρίνεια 22 Ǻ χρησιμοποιώντας την τεχνική αρνητικής χρώσης (negative 
stain electron microscopy) και την μέθοδο τυχαίας κωνικής ολίσθησης (random 
conical tilt method) (112). Η συμμετρική δομή 222 αποτελείται από δύο λοβούς σε 
σχήμα φτερών, που συνδέονται μεταξύ τους με τη βοήθεια δύο δομών που θυμί-
ζουν «λοξές γέφυρες» (Εικόνα 25Ε). Προσδιορίστηκε επίσης η δομή της PhK παρου-
σία της GPb σε ευκρίνεια 28 Ǻ παρουσία ιόντων Ca2+ και  Mg2+ σε pH 8,2 αποκαλύ-
πτοντας τη δέσμευση της GPb στο άκρο των λοβών. Οι διαστάσεις ολόκληρου του 
ενζύμου είναι 270 χ 225 χ 160 Å (Εικόνα 25Α). Οι διαστάσεις των λοβών έχουν υπο-
λογιστεί σε 225 Å χ 110 Å και οι γέφυρες έχουν μήκος 55 Å και πλάτος 45 Å. Εκτός 
από τη δομή πεταλούδας, όμως, οι κρυσταλλογραφικές μελέτες έχουν αποκαλύψει 
και την ύπαρξη άλλων στερεοδιαμορφώσεων (83). Η δομή αυτή έρχεται σε αντίθε-
ση με τη δομή που βρέθηκε από τον Nadeau και τους συνεργάτες που αναφέρουν 
ότι οι δύο γέφυρες φαίνονται ως τέσσερις γέφυρες με ασύμμετρες συνδέσεις με 
τους δύο λοβούς. Αυτές οι διαφορές μεταξύ των δύο εικόνων δίνουν ενδιαφέρου-
σες ενδείξεις για τις πιθανές αλλαγές διαμόρφωσης που συμβαίνουν κατά την ενερ-
γοποίηση της PhK (87, 117). 
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Εικόνα 25: (Α) Εικόνα του ολοενζύμου με τη χαρακτηριστική δομή πεταλούδας, ενώ δίπλα φαίνονται 
και οι διαστάσεις του. (Β) Ύστερα από περιστροφή 45° γύρω από το κατακόρυφο άξονα. (C) Ύστερα 
από περιστροφή 90° γύρω από το κατακόρυφο άξονα. (D) Ύστερα από περιστροφή 90° γύρω από τον 
οριζόντιο άξονα που δείχνει και τη γωνία περιστροφής μεταξύ των δύο λοβών. (F) Προσδιορισμός 
της ανάλυσης της τελικής δομής της PhK σε ευκρίνεια 9,9 Å (87). 
Μελέτες ανοσοηλεκτρονιακής μικροσκοπίας και σταυροσυνδέσεων συνέβαλαν επί-
σης στην αναγνώριση των πιθανών θέσεων των επιμέρους υπομονάδων. Η υπομο-
νάδα α είναι πιθανό πως βρίσκεται στο εξωτερικό άνω τμήμα των λοβών. Το Ν-
τελικό της άκρο αλληλεπιδρά με την υπομονάδα β, ενώ το C-τελικό της με την υπο-
μονάδα γ. Η υπομονάδα β εντοπίζεται στο κεντρικό τμήμα των λοβών και αλληλεπι-
δρά με τις υπομονάδες α και γ. Η υπομονάδα γ βρίσκεται στο εσωτερικό των λοβών 
όπως επαληθεύτηκε από σύνδεση ειδικών αντισωμάτων. Όπως αναφέρθηκε αλλη-
λεπιδρά με την υπομονάδα α ενώ το C-τελικό της άκρο φαίνεται να αλληλεπιδρά με 
την υπομονάδα δ, η οποία εντοπίζεται κοντά στη γέφυρα (Εικόνα 26) (107). 
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Εικόνα 26: Σχηματική απεικόνιση των τεσσάρων υπομονάδων της  PhK με την τεχνική κρύο-
ηλεκτρονιακής μικροσκοπίας (87). 
2.6 Οι τέσσερις υπομονάδες της PhK και ο αντίστοιχος ρόλος τους 
2.6.1 Υπομονάδες α και β  
Οι υπομονάδες α και β είναι μεγάλες πρωτεΐνες που μαζί αποτελούν περίπου το 
80% της μάζας του ολοενζύμου. Ανάλυση των αλληλουχιών των υπομονάδων δεί-
χνει ότι είναι περισσότερο από 30% ταυτόσημες στις ακολουθίες τους, κατά συνέ-
πεια πιθανόν να προέρχονται από κοινό προγονικό γονίδιο (106). Μαζί αναστέλ-
λουν την καταλυτική δράση της υπομονάδας γ. Η υπομονάδα α  που απομονώθηκε 
από σκελετικό μυ κουνελιού αποτελείται από 1237 αμινοξικά κατάλοιπα και έχει 
μοριακό βάρος 140 kDa. Η υπομονάδα β αποτελείται από 1093 κατάλοιπα και έχει 
μοριακό βάρος 125 kDa. Τόσο η υπομονάδα α όσο και η β διαθέτουν περιοχές (που 
δεν ταυτίζονται) που μπορούν να φωσφορυλιωθούν. Η υπομονάδα α έχει τουλάχι-
στον επτά αναγνωρισμένες θέσεις φωσφορυλίωσης σε συγκεκριμένες σερίνες που 
βρίσκονται στη περιοχή 972-1030 (118). Διαπιστώνεται ακόμη ότι η φωσφορυλίωση 
της υπομονάδας β, λόγω της πληθώρας θέσεων που παρουσιάζει (και σε μικρότερο 
βαθμό της α) προκαλεί ενεργοποίηση (119), ωστόσο ο μηχανισμός των αλλαγών στη 
στερεοδιαμόρφωση που παράγονται από αυτές τις μετα-μεταφραστικές τροπο-
ποιήσεις δεν είναι κατανοητός. Η φωσφορυλίωση ή αυτοφωσφορυλίωση (in vitro) 
των περιοχών αυτών οδηγεί σε ενεργοποίηση της PhK. Και οι δύο υπομονάδες δια-
θέτουν διαφορετικές ισομορφές που εντοπίζονται σε διαφορετικούς ιστούς (μύες, 
ήπαρ, εγκέφαλο). Οι υπομονάδες α και β περιέχουν μια αλληλουχία πολυϊσοπρενυ-
λίωσης στα C-τελικά άκρα τους (120). Ο Heilmeyer και οι συνεργάτες του έχουν δεί-
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ξει ότι η υπομονάδα α που προερχόταν από σκελετικό μυ κονίκλου καθώς και η β 
είναι φαρνεσυλιωμένες αλλά οι περιοχές αυτές της PhK παραμένουν ακόμη άγνω-
στες (112). Η φαρνεσυλίωση στη PhK μπορεί να κατευθύνει τον κυτταρικό εντοπι-
σμό μέσα σε συγκεκριμένες θέσεις όπως με τις Ras πρωτεΐνες (121). Ένας δεύτερος 
πιθανός ρόλος της φαρνεσυλίωσης είναι ότι θα μπορούσε να σταθεροποιήσει τη 
δομή των υπομονάδων α και β του ολοενζύμου ή ακόμη να προάγει συγκεκριμένες 
αλληλεπιδράσεις μεταξύ της PhK και άλλων πρωτεϊνών (122). Προηγούμενες ανα-
λύσεις έδειξαν ότι το ολοένζυμο που προέρχεται από σκελετικό μυ κονίκλου περιέ-
χει μόνο πλήρως φαρνεσυλιωμένες υπομονάδες α και β (112). 
Παρόλο που δεν υπάρχουν αναλυτικά δομικά δεδομένα για τις υπομονάδες α και β, 
διάφορες μελέτες βιοπληροφορικής προβλέπουν ότι και οι δύο υπομονάδες περιέ-
χουν περιοχές Α, Β, C, D που είναι δομικά παρόμοιες με περιοχές άλλων γνωστών 
ενζύμων. Πράγματι, και στις δύο υπομονάδες η Ν-τελική περιοχή και πιο συγκεκρι-
μένα τα κατάλοιπα 1-436 της υπομονάδας α και τα κατάλοιπα 40-477 της υπομονά-
δας β παρουσιάζουν ομοιότητες ως προς την αλληλουχία με την οικογένεια των 
πρωτεϊνών GH15 (glycoamylase like), ενώ οι περιοχές C και D είναι όμοιες με τις 
πρωτεΐνες της οικογένειας της καλσινευρίνης Β (περιοχές CBL) (πιο συγκεκριμένα τα 
κατάλοιπα 1066-1237 της υπομονάδας α και τα κατάλοιπα 918-1093 της υπομονά-
δας β) (111, 123). Οι πρωτεΐνες CBL, είναι πρωτεΐνες που δεσμεύουν ασβέστιο, μέλη 
της οικογένειας EF-hand, που ρυθμίζουν τις CIPKs ή κινάσες τύπου SOS2 (124). Επι-
πλέον, ένα μοτίβο φερμουάρ λευκίνης έχει ταυτοποιηθεί για την υπομονάδα α και 
συγκεκριμένα για τα κατάλοιπα 833-854 (125). 
Μελέτες που αφορούν την υπομονάδα α της PhK έχουν δείξει επίσης ότι παίζουν 
σημαντικό ρόλο στην αλληλεπίδραση του ολοενζύμου με το γλυκογόνο. Όταν εξε-
τάστηκε η χημική τροποποίηση που προκαλείται στην PhK από το ιωδοοξικό (iodo-
acetate) αποκαλύφθηκε ότι το γλυκογόνο προστατεύει μόνο την υπομονάδα α του 
ολοενζύμου από την καρβοξυμεθυλίωση. Αναφέρθηκε επίσης ότι το γλυκογόνο ε-
πηρεάζει τη δραστικότητα του συμπλέγματος αγδ, αλλά όχι του γδ της PhK υποδει-
κνύοντας ένα περαιτέρω ρόλο της υπομονάδας α στην διέγερση της PhK από το 
γλυκογόνο (126).  
2.6.2 Η υπομονάδα γ  
Η υπομονάδα γ της κινάσης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου 
Οι μέχρι τώρα μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί και αφορούν την υπομονάδα γ 
της κινάσης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου αφορούν ισομορφές που προερ-
χόταν από σκελετικό μυ κουνελιού, αρουραίου και ποντικού. Οι αντίστοιχες υπομο-
νάδες που απομονώθηκαν από σκελετικούς μυς αρουραίου, κουνελιού και ποντι-
κού είναι σε ποσοστό παραπάνω από 93% ταυτόσημες ως προς την αμινοξική τους 
αλληλουχία (119). Πιο συγκεκριμένα η καταλυτική υπομονάδα γ που απομονώθηκε 
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από σκελετικό μυ κουνελιού είναι μία από τις πιο καλά μελετημένες υπομονάδες με 
μοριακή μάζα 44,7 kDa (386 κατάλοιπα) (87). Δομικά αποτελείται από δύο περιοχές: 
την αμινοτελική περιοχή που εμπεριέχει τα αμινοξέα 1-298 με μοριακό βάρος ~30 
kDa και έχει δράση κινάσης (σερίνης/θρεονίνης), και την καρβοξυτελική περιοχή 
(ρυθμιστική περιοχή) που εμπεριέχει τα αμινοξέα 299-386 και συνδέεται με την υ-
πομονάδα δ (Εικόνα 27). Η περιοχή με δράση κινάσης αποτελείται από ένα σχετικά 
μικρό αρχικό τμήμα (κατάλοιπα 14-108) που σχηματίζεται κυρίως από β- πτυχωτά 
φύλλα και από ένα μεγαλύτερο τμήμα (κατάλοιπα 109-288) αποτελούμενο κυρίως 
από α έλικες (Εικόνα 28) (108). 
 
Εικόνα 27: Σχήμα το οποίο δείχνει την αλληλουχία της υπομονάδας γ της PhK. Η καταλυτική περιοχή 
απεικονίζεται με κόκκινο χρώμα, ενώ η ρυθμιστική περιοχή (περιοχή δέσμευσης της καλμοδουλίνης) 
με μπλε (108). 
Οι δύο λοβοί συνδέονται με μία περιοχή άρθρωσης γύρω από τα κατάλοιπα Lys108 
και Gly109 (89). Είναι δραστική χωρίς την ανάγκη φωσφορυλίωσης στο λεγόμενο 
τμήμα ενεργοποίησης (έχει κατάλοιπο Glu που μιμείται τη φωσφορυλιωμένη Ser / 
Thr ή Tyr) όπως άλλες κινάσες, αποδεικνύοντας πως είναι ένα καλό μοντέλο για τη 
μελέτη της κατάλυσης και της αναγνώρισης υποστρωμάτων (87).  
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Εικόνα 28: Η δομή της γ καταλυτικής υπομονάδας από σκελετικό μυ κουνελιού. Έχει λυθεί σε μεγάλη 
διακριτότητα 2,6Å. Αποτελείται από β πτυχώσεις και μία α έλικα στο αμινοτελικό άκρο το οποίο είναι 
και καταλυτικό. Το ενεργό κέντρο βρίσκεται σε μία εσοχή 2 επικρατειών (111).  
 
Το C-τελικό άκρο διαθέτει δύο περιοχές αλληλεπίδρασης με την καλμοδουλίνη (κα-
τάλοιπα 301-327 και 342-367) γι’ αυτό αναφέρθηκε και παραπάνω ότι αποτελεί την 
κύρια περιοχή πρόσδεσης με την υπομονάδα δ. Η περιοχή με δράση κινάσης (κατά-
λοιπα 1-298) είναι λειτουργικά ενεργά ακόμα και σε περίπτωση αποκοπής τους από 
την υπόλοιπη πρωτεΐνη και μάλιστα η καταλυτική τους δραστικότητα αυξάνεται ό-
ταν είναι κολοβωμένα (truncated) (87). Η καταλυτική υπομονάδα γ της PhK έχει ε-
ντοπιστεί με τη βοήθεια αντισωμάτων που συνδέονται σε αυτή (μέθοδος ELISA) και 
φαίνεται ότι βρίσκεται στο εσωτερικό των λοβών (Εικόνα 29) (87). 
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Εικόνα 29: Αριστερά παρουσιάζεται η υπέρθεση του ολοενζύμου με δύο μόρια (κίτρινο χρώμα) της 
καταλυτικής υπομονάδας γ της PhK (PDB ID: 2PHK). Δεξιά παρουσιάζεται η υπέρθεση του 
ολοενζύμου με το μόριο της PhKγ. Τα κατάλοιπα 277-290 που χρησιμοποιούνται ως επίτοποι για το 
αντίσωμα anti-γ φαίνονται με μπλε χρώμα. Το πεπτιδικό υπόστρωμα MC παρουσιάζεται με κόκκινο 
χρώμα (87). 
Προσπάθειες απομόνωσης της υπομονάδας γ από το υπόλοιπο ένζυμο, αποκάλυ-
ψαν πως είναι αδύνατο να απομονωθεί από την υπομονάδα δ. Οι δύο υπομονάδες 
μπορούν να διαχωριστούν μόνο υπό αποδιατακτικές συνθήκες, ενώ παραμένουν 
στενά συνδεδεμένες μεταξύ τους ακόμα και απουσία Ca2+. Η περικοπή του C-
τελικού άκρου της πρωτεΐνης από τα κατάλοιπα 290 ή, 296, ή 298 μέχρι τέλους, ο-
δηγεί στη δημιουργία μιας πλήρως λειτουργικής καταλυτικής μονάδας ανεξάρτητης 
από την παρουσία ασβεστίου. Αυτό υποδηλώνει ότι η δράση της καταλυτικής γ υ-
πομονάδας (αμινοξέα 1-290) αναστέλλεται από την σύνδεσή της με τις άλλες υπο-
μονάδες. Αν και δεν είναι γνωστή η δομή του C- τελικού άκρου, από τη σύγκρισή της 
με άλλες πρωτεϊνικές κινάσες φαίνεται πως η υπομονάδα γ διαθέτει επιπλέον και 
μια περιοχή αυτοαναστολής στο άκρο αυτό. Η περιοχή αυτή αναδιπλώνεται με τέ-
τοιο τρόπο ώστε να μπλοκάρει το ενεργό κέντρο του ενζύμου, παρεμποδίζοντας τη 
σύνδεση των υποστρωμάτων ή της ΑΤΡ σε αυτό. 
Δομικές και κινητικές μελέτες  της ανασυνδυασμένης υπομονάδας γ που πραγματο-
ποιήθηκε σε E. coli αποκάλυψε ότι η πρωτεΐνη που προκύπτει από ολόκληρο το γο-
νίδιο εκφράζεται υπό τη μορφή έγκλειστων σωματιδίων (inclusion bodies), σε αντί-
θεση με τη κολοβωμένη μορφή της (στο κατάλοιπο 297) που εκφράζεται σε διαλυτή 
μορφή (108). Φανερώθηκε επίσης πως η υπομονάδα γ διαθέτει μια ακόμα περιοχή 
στο εσωτερικό της, τη περιοχή ενεργοποίησης. Τα κατάλοιπα 167-194 ανήκουν στο 
τμήμα ενεργοποίησης της PhKγ. Ως τμήμα ενεργοποίησης ορίζεται το τμήμα που 
αποτελείται από τις συντηρούμενες αμινοξικές αλληλουχίες DFG και APE που αντι-
στοιχούν στα αμινοξέα 184-208 στην cAPK (127, 128). Η ενεργοποίηση του ενζύμου 
γίνεται κατόπιν φωσφορυλίωσης του τμήματος ενεργοποίησης. Η φωσφορική ομά-
δα λαμβάνει μέρος σε ιοντικές αλληλεπιδράσεις με ομάδες βασικών αμινοξέων 
σταθεροποιώντας το τμήμα ενεργοποίησης στο κέντρο σύνδεσης του υποστρώμα-
τος. Στη περίπτωση της PhK, το αμινοξύ του τμήματος ενεργοποίησης που αντιστοι-
χεί στην Thr197 της cAPK είναι το Glu182. Η PhK είναι ιδιοστατικά ενεργή, χωρίς 
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φωσφορυλίωση αφού τη θέση του φωσφορυλιωμένου αμινοξέος του τμήματος ε-
νεργοποίησης σε άλλες κινάσες κατέχει το Glu182 το οποίο αλληλεπιδρά με την 
Arg148, η οποία με τη σειρά της σχηματίζει δεσμούς υδρογόνου με την Tyr206 
(113). Η κολοβωμένη μορφή επίσης, παρουσιάζει παρόμοιες κινητικές παραμέτρους 
και εξάρτηση από μεταλλικά ιόντα με το ολοένζυμο, με τη διαφορά ότι η δράση της 
είναι ανεξάρτητη από την παρουσία ιόντων Ca2+.  
Τέλος, έχει προταθεί ότι το καρβοξυτελικό άκρο της υπομονάδας γ (η περιοχή που 
συνδέεται με την υπομονάδα δ) περιλαμβάνει έναν ασβεστοεξαρτώμενο μοριακό 
διακόπτη. Όταν ο διακόπτης αυτός βρίσκεται στην κατάσταση off (απουσία Ca2+) η 
περιοχή αναδιπλώνεται με τέτοιο τρόπο ώστε να παρεμποδίζεται η προσέγγιση της 
φωσφορυλάσης του γλυκογόνου. Αντίθετα παρουσία Ca2+ η υπομονάδα δ συνδέε-
ται στο C τελικό άκρο της υπομονάδας γ μεταβάλλοντας την κατάσταση από off σε 
on και δίνοντας τη δυνατότητα στη καταλυτική υπομονάδα να προσεγγίσει την φω-
σφορυλάση του γλυκογόνου (106). 
 
Εικόνα 30: 3D απεικόνιση της PhK (γκρι) και της GPb (μωβ) σε ευκρίνεια 9.9 Å με την τεχνική της 
ηλεκτρονιακής μικροσκοπίας. Τα βέλη υποδεικνύνουν τη θέση της Ser 14 στην Ν-τελική περιοχή 
(πράσινο), την περιοχή πρόσδεσης του γλυκογόνου (μπλε) και την καταλυτική περιοχή (κόκκινο) (87). 
2.6.3 Η υπομονάδα δ  
Η υπομονάδα δ έχει δράση καλμοδουλίνης. Είναι η μικρότερη και η μόνη υπομονά-
δα που διαθέτει μόνο μία ισομορφή. Το μόριο που απομονώθηκε από σκελετικό μυ 
κουνελιού αποτελείται από 148 κατάλοιπα και έχει μοριακό βάρος ~17 kDa. Η καλ-
μοδουλίνη είναι ένα μόριο με κωδωνοειδές σχήμα, αποτελούμενο από μια κεντρική 
α-έλικα, που ενώνει δύο σφαιρικές περιοχές σύνδεσης του Ca2+. Γενικά ένα μόριο 
καλμοδουλίνης συνδέεται σε πρωτεΐνες και τις ενεργοποιεί ή τις απενεργοποιεί έ-
πειτα από σύνδεση με ιόντα ασβεστίου και στη συνέχεια αποσυνδέεται από αυτές 
όταν η συγκέντρωση του ασβεστίου μειωθεί. Κάτι τέτοιο όμως δε συμβαίνει με την 
υπομονάδα δ της PhK η οποία παραμένει προσκολλημένη στο ολοένζυμο ακόμη και 
μετά τη μείωση των συγκεντρώσεων ασβεστίου (106). 
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Η πρόσδεση Ca2+ στην υπομονάδα αυτή συνδέει τη συστολή των μυών με την παρα-
γωγή ενέργειας. Συγκεκριμένα η σύσπαση του μυός οδηγεί στην απελευθέρωση 
Ca2+ από το σαρκοπλασματικό δίκτυο. Στη συνέχεια όταν η συγκέντρωση του Ca2+ 
φτάσει σε υψηλά επίπεδα (1 μM) το ασβέστιο συνδέεται στην υπομονάδα δ προκα-
λώντας την αλλαγή στη στερεοδιαμόρφωσή της και κατά συνέπεια την ενεργοποίη-
ση της PhK. Η υπομονάδα δ συνδέεται στενά με την υπομονάδα γ στο C τελικό της 
άκρο σε δύο συγκεκριμένες αλληλουχίες. Με την μείωση της συγκέντρωσης του α-
σβεστίου στα μυϊκά κύτταρα η υπομονάδα δ παύει να ενεργοποιεί την καταλυτική 
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3.1 Κρυστάλλωση πρωτεϊνών  
3.1.1 Εισαγωγή 
Αρχές Κρυστάλλωσης Πρωτεϊνών 
Τα τελευταία χρόνια οι μέθοδοι ανάπτυξης αλλά και βελτιστοποίησης των τεχνικών 
κρυστάλλωσης είχαν ως αποτέλεσμα την παραγωγή μιας πληθώρας πρωτεϊνικών 
δομών που παρείχαν σημαντικές πληροφορίες σχετικά με τη κατανόηση της λει-
τουργίας των πρωτεϊνών. Μέχρι σήμερα, το 86% της Πρωτεϊνικής Βάσης Δεδομένων 
(rcsb-PDB) είναι μακρομοριακές δομές που προσδιορίστηκαν χρησιμοποιώντας 
κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ (129).  
Η έκφραση και ο καθαρισμός των πρωτεϊνών σε ποσότητες που απαιτούνται για την 
κρυστάλλωση και κατ’ επέκταση και την ανάλυση μέσω κρυσταλλογραφίας ακτίνων-
Χ, είναι μια πολύπλοκη διαδικασία που απασχολεί τους ερευνητές Δομικής Βιολογί-
ας. Επίσης, η ομοιογένεια του δείγματος είναι ένας βασικός παράγοντας για την 
απόκτηση κρυστάλλων (130). Παρά τη σημαντική προσπάθεια που αφιερώνεται στη 
θεωρία της κρυστάλλωσης μακρομορίων, η κατανόηση του φαινομένου είναι ακόμη 
σχετικά περιορισμένη (131). Προκειμένου να ληφθούν οι κατάλληλοι κρύσταλλοι το 
μακρομόριο (πρωτεΐνη) πρέπει να καθαριστεί σε ποσοστό >95%, ενώ κάθε μακρο-
μόριο στο δείγμα να έχει τον ίδιο μοριακό τύπο.  
3.2 Τι είναι κρύσταλλος; 
Οι κρύσταλλοι είναι φυσικά ομοιογενή στερεά. Πολλοί από αυτούς έχουν μια δια-
φανή λάμψη και ένα καλά καθορισμένο γεωμετρικό σχήμα, με κανονικές όψεις και 
αιχμηρές άκρες. Οι κρύσταλλοι παρουσιάζουν υψηλό βαθμό εσωτερικής τρισδιά-
στατης τάξης (132). Ως κρύσταλλος ορίζεται λοιπόν, εκείνη η φάση της στερεάς κα-
τάστασης που χαρακτηρίζεται από την ύπαρξη μια περιοδικής διευθέτησης (στις 
τρεις διαστάσεις) των ατόμων και των μορίων που τον αποτελούν. Δημιουργείται 
μέσω της επανάληψης με απλή μετάθεση (δηλαδή χωρίς περιστροφή) ενός βασικού 
παραλληλεπιπέδου με τέσσερις ακμές και έξι έδρες το οποίο ονομάζεται στοιχειώ-
δης ή μοναδιαία κυψελίδα (Εικόνα 30). Διαδοχικές κυψελίδες (στον τρισδιάστατο 
χώρο) είναι μεταξύ τους πανομοιότυπες  τόσο σε διαστάσεις όσο και σε περιεχόμε-
νο και συγκροτούν το μακροσκοπικό αντικείμενο που ονομάζεται ‘κρύσταλλος’ 
(133). Οι αλληλεπιδράσεις που κρατούν τις πρωτεΐνες στο κρυσταλλικό πλέγμα ο-
νομάζονται κρυσταλλικές επαφές και είναι ίδιες σε κάθε οργανωμένη βασική μονά-
δα μορίων που περιέχεται στη στοιχειώδη κυψελίδα του κρυσταλλικού πλέγματος. 
Η στοιχειώδης κυψελίδα λοιπόν, αποτελεί τη μικρότερη στοιχειώδη ομάδα η οποία 
απαιτείται για να δημιουργηθεί ολόκληρος ο κρύσταλλος με επαναλαμβανόμενη 
συμμετρία. Ασύμμετρη μονάδα ονομάζεται το στοιχείο της στοιχειώδους κυψελί-
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δας που δεν χαρακτηρίζεται από κανένα στοιχείο συμμετρίας, δηλαδή η μοριακή 
οντότητα που δεν παρουσιάζει εσωτερική συμμετρία, η οποία με την εφαρμογή κα-
τάλληλων τελεστών συμμετρίας δομεί τη στοιχειώδη κυψελίδα και κατά συνέπεια 
τον κρύσταλλο (Εικόνα 31) (134). Αντίθετα, σε ένα άμορφο ίζημα τα μόρια δεν κατέ-
χουν οποιαδήποτε μορφή διευθέτησης στο χώρο και ενδεχομένως να σχηματίζουν 
συσσωματώματα. 
 
Εικόνα 31: Τα στοιχεία ενός κρυστάλλου. Η ασύμμετρη μονάδα, η μοναδιαία κυψελίδα και ο 
κρύσταλλος.  
3.3 Αρχές κρυστάλλωσης πρωτεϊνών 
Μια κλασσική εξήγηση της κρυστάλλωσης απεικονίζεται στο δισδιάστατο διάγραμ-
μα διαλυτότητας όπου φαίνεται ο τρόπος ανάπτυξης των κρυσταλλικών πυρήνων 
(Εικόνα 32:). Η καμπύλη διαλυτότητας (solubility curve) διαιρεί τον χώρο σε δύο πε-
ριοχές: την ακόρεστη και την υπέρ-κορεσμένη. Κάθε σημείο αυτής της καμπύλης 
αντιστοιχεί σε μία συγκέντρωση στην οποία το διάλυμα βρίσκεται σε ισορροπία με 
τον παράγοντα κατακρήμνισης. Η μετάβαση αυτή λαμβάνει χώρα λόγω ενός δικτύ-
ου αλληλεπιδράσεων που δημιουργούνται μεταξύ της προς κρυστάλλωση πρωτεΐ-
νης με το διάλυμα κρυστάλλωσης όπως οι δεσμοί υδρογόνου ή οι  αλληλεπιδράσεις 
van der Waals (136). 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




Εικόνα 32: Διάγραμμα φάσεων κατά τη διαδικασία κρυστάλλωσης μίας πρωτεΐνης. Γενικά οι  
ρυθμιζόμενες παράμετροι κρυσταλλώσεως είναι η συγκέντρωση του παράγοντα κατακρήμνισης, το 
pH και η θερμοκρασία που πραγματοποιείται η κρυστάλλωση. Έτσι στο διάγραμμα βλέπουμε πως 
στη συγκεκριμένη συγκέντρωση πρωτεΐνης, στο σημείο Α δεν θα πραγματοποιηθεί κρυστάλλωση, 
ενώ στο σημείο Β θα έχουμε τη δημιουργία πυρήνων κρυστάλλωσης οι οποίοι στη συνέχεια θα 
αναπτυχθούν σε κρυστάλλους, ενώ στο σημείο C η πρωτεΐνη καταβυθίζεται ως ένα άμορφο στερεό 
ίζημα. 
H διαδικασία κρυστάλλωσης αποτελείται από τρία στάδια: 
Δημιουργία πυρήνων κρυστάλλωσης. Στην περιοχή κάτω από την καμπύλη διαλυ-
τότητας, το διάλυμα είναι ακόρεστο και η κρυστάλλωση δεν θα πραγματοποιηθεί 
ποτέ. Στη φάση αυτή δημιουργούνται τα πρώτα διατεταγμένα συσσωματώματα, 
που είναι ένας καθοριστικός παράγοντας του δευτέρου σταδίου. Η πυρήνωση είναι 
το πιο δύσκολο πρόβλημα για να αντιμετωπιστεί θεωρητικά και πειραματικά επειδή 
αντιπροσωπεύει μια μετάβαση φάσης πρώτης τάξης με την οποία τα μόρια περνούν 
από μια κατάσταση πλήρους διαταραχής σε μια διατεταγμένη (135).  
Ανάπτυξη των πυρήνων κρυστάλλωσης. Πάνω από την καμπύλη διαλυτότητας βρί-
σκεται η ζώνη υπερκορεσμού (supersolubility curve). Σε αυτή την κατάσταση πραγ-
ματοποιείται αύξηση του μεγέθους των πυρήνων κρυστάλλωσης μέσω της ενσωμά-
τωσης των μορίων πρωτεΐνης από το διάλυμα στους πυρήνες. Η ενσωμάτωση επι-
τυγχάνεται μέσω της διάχυσης και της μεταφοράς τους από το διάλυμα πρωτεΐνης. 
Ένα κοινό χαρακτηριστικό της πυρήνωσης και της ανάπτυξης είναι ότι και οι δύο ε-
ξαρτώνται σημαντικά από αυτό που ονομάζουμε υπερκορεσμό του μητρικού υγρού 
που δημιουργεί τους κρυστάλλους (135). 
  
Τερματισμός της ανάπτυξης των πυρήνων κρυστάλλωσης. Για να αναπτυχθούν κα-
λά διαμορφωμένοι κρύσταλλοι μεγάλου μεγέθους, θα πρέπει οι βέλτιστες συνθήκες 
να αρχίσουν με το σχηματισμό ενός κατά προτίμηση μοναδικού πυρήνα στη ζώνη 
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πυρήνωσης ακριβώς μετά από τη μετασταθερή ζώνη. Καθώς οι κρύσταλλοι ανα-
πτύσσονται, το διάλυμα θα επανέλθει στην μετασταθερή ζώνη και δεν θα υπάρξουν 
περισσότεροι πυρήνες (135).  
 
Σύμφωνα με τα παραπάνω γίνεται αντιληπτό πως προκειμένου να προσδιοριστεί η 
δομή της πρωτεΐνης με κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ είναι αναγκαία η σωστή προε-
τοιμασία του προς μελέτη δείγματος. Είναι αναγκαία δηλαδή μια σειρά σταδίων 
όπως η επιλογή του μορίου στόχου, η κλωνοποίηση του στο κατάλληλο φορέα έκ-
φρασης, ο καθαρισμός του, η  κρυστάλλωση του, η συλλογή δεδομένων περίθλασης 
και τέλος ο προσδιορισμός των ατομικών θέσεων. Ακόμη και όταν είναι διαθέσιμη 
καθαρή και διαλυτή πρωτεΐνη, η παραγωγή κρυστάλλων υψηλής ποιότητας παρα-
μένει δύσκολη (136). Μέχρι στιγμής, δεν υπάρχουν προφανείς συσχετισμοί μεταξύ 
των συνθηκών κρυστάλλωσης και της δομής της πρωτεΐνης, ούτε υπάρχουν κανόνες 
που θα εγγυηθούν την παραγωγή κρυστάλλων. Ωστόσο, υπάρχουν διάφορα μέσα 
για την ενίσχυση της κρυστάλλωσης ακόμη και η χρήση διαφορετικών τεχνικών 
κρυστάλλωσης (136). Προκειμένου να πάρουμε τον κατάλληλο προς περίθλαση 
κρύσταλλο, παρακάτω αναφέρουμε του παράγοντες που επηρεάζουν τη κρυστάλ-
λωση.  
3.4 Παράγοντες που επηρεάζουν την κρυστάλλωση 
Υπάρχουν αρκετοί παράγοντες που μπορούν να επηρεάσουν τη προσπάθεια κρυ-
στάλλωσης μιας πρωτεΐνης (Πίνακας 12) με κυριότερους από αυτούς να είναι η κα-
θαρότητα του δείγματος, η σταθερότητά του ως προς τη θερμοκρασία και η διαλυ-
τότητά της πρωτεΐνης. Η ποιότητα του δείγματος μπορεί να ελεγχθεί με διαφόρους 
μεθόδους όπως της Δυναμικής Σκεδάσεως Φωτός (Dynamic Light Scattering), του 
κυκλικού διχρωισμού (Circular Dichroism), της φασματοσκοπίας μάζας (MS) και 
διάφορες τεχνικές ηλεκτροφόρησης (137). 
Η πιο κοινή μέθοδος που εφαρμόζεται για την εύρεση της κατάλληλης συνθήκης 
κρυστάλλωσης είναι αυτή της δοκιμής-σφάλματος (trial & error method), δοκιμάζο-
ντας κάθε φορά γνωστές συνθήκες κρυστάλλωσης πρωτεϊνών με αλλαγές σε κά-
ποιες από τις παραμέτρους που επηρεάζουν την κρυστάλλωση. Για το σκοπό αυτό 
έχουν αναπτυχθεί συστήματα ρομποτικής για τη γρηγορότερη ανάλυση και βελτι-
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Φυσικοί παράγοντες Χημικοί παράγοντες Βιοχημικοί παράγοντες 
Θερμοκρασία pH Καθαρότητα 
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Προσμίξεις Ισοηλεκτρικό σημείο 
 
Πίνακας 12: Σημαντικοί παράγοντες που επηρεάζουν τη κρυστάλλωση μιας πρωτεΐνης (137). 
Θερμοκρασία: Η θερμοκρασία ρυθμίζει την ισορροπία μεταξύ των ενεργειών εν-
θαλπίας και εντροπίας στην ελεύθερη ενέργεια. Ανάλογα με το αν η κρυστάλλωση 
προκαλείται από ενθαλπία ή εντροπία, οι πρωτεΐνες μπορεί να γίνουν είτε περισσό-
τερο ή λιγότερο διαλυτές σε υψηλότερη θερμοκρασία. Η αύξηση της θερμοκρασίας 
έχει σαν αποτέλεσμα την αύξηση της αταξίας των διαλυμένων μορίων, με αποτέλε-
σμα να είναι επιτρεπτές μακρομοριακές διευθετήσεις υψηλότερης ελεύθερης ενέρ-
γειας, εφόσον οι παράμετροι της εντροπίας τείνουν να επικρατήσουν αυτών της εν-
θαλπίας. Επιπλέον η διηλεκτρική σταθερά μειώνεται με την αύξηση της θερμοκρα-
σίας. Ορισμένες πρωτεΐνες παρουσιάζουν χαρακτηριστική αυξημένη διαλυτότητα 
με αύξηση της θερμοκρασίας, ενώ άλλες παρουσιάζουν μειωμένη διαλυτότητα. Η 
εξάρτηση της διαλυτότητας μιας πρωτεΐνης από τη θερμοκρασία αποδίδεται στη 
μεταβολή της οξεοβασικής ισσοροπίας των πλευρικών αλυσίδων ως συνάρτηση της 
θερμοκρασίας. Περαιτέρω, οι τιμές των pKa των ιονισμένων ομάδων σχετίζονται 
αυστηρά με τη μέση ιοντική ισχύ. Δοκιμές κρυστάλλωσης μπορεί να γίνουν και σε 
χαμηλές θερμοκρασίες, όπως 4 oC, που βοηθούν στην ελαχιστοποίηση προβλημά-
των διάσπασης των πρωτεϊνών και ανάπτυξης βακτηρίων ή σε θερμοκρασία δωμα-
τίου που κυμαίνεται μεταξύ 15-25oC. Κατά τη διάρκεια της κρυστάλλωσης είναι επι-
θυμητό η θερμοκρασία να παραμένει σταθερή, διότι τυχόν διακυμάνσεις της επη-
ρεάζουν το pH και την ιοντική ισχύ του διαλύματος. Τέλος, είναι σημαντικό να τονι-
στεί ότι η μείωση της διαλυτότητας μπορεί να επιτευχθεί με αλλαγή της θερμοκρα-
σίας κρυστάλλωσης, αν και συνήθως επιτυγχάνεται με αύξηση της συγκέντρωσης 
του παράγοντα κατακρήμνισης (138-140).  
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pH: Οι πρωτεΐνες περιέχουν πολυάριθμες ιοντικές ομάδες, οι οποίες έχουν διαφο-
ρετικές τιμές pKa. Αυτό έχει ως συνέπεια αλλαγές στη διαλυτότητα μιας πρωτεΐνης, 
όπου μπορεί να μεταβληθεί δραματικά κατά τη μεταβολή του pH ακόμη και κατά 
0,5 μονάδα, ενώ σε ορισμένες περιπτώσεις ποικίλλει για πολύ μικρές αλλαγές pH 
(0,1 μονάδες). Το pH επηρεάζει τις αλληλεπιδράσεις πρωτεΐνης-πρωτεΐνης που τρο-
ποποιούν το σχηματισμό γεφυρών άλατος και δεσμών υδρογόνου (141). Σε μία χα-
ρακτηριστική τιμή pH για κάθε πρωτεΐνη, τα θετικά φορτία του μορίου αντισταθμί-
ζουν τα αρνητικά και το σημείο λέγεται ισοηλεκτρικό σημείο (pI) (142, 143). Σε χα-
μηλότερη pH από αυτή του pI υπάρχει ένα πλεόνασμα θετικώς φορτισμένων ομά-
δων που εντοπίζονται στην επιφάνεια της πρωτεΐνης, ενώ σε υψηλότερη τιμή pH 
από αυτή του pI υπάρχει πλεόνασμα αρνητικών φορτίων. Το γεγονός αυτό τροπο-
ποιεί τις αλληλεπιδράσεις του μορίου πρωτεΐνης με οποιονδήποτε φορτισμένο πα-
ράγοντα κατακρήμνισης. Μεγάλος αριθμός πρωτεϊνών κρυσταλλώνεται σε τιμή pH 
πλησίον του ισοηλεκτρικού τους σημείου (pI). Όσο μεγαλύτερο καθαρό φορτίο έχει 
η πρωτεΐνη τόσο πιο ευδιάλυτη είναι, ενώ στο pH στο οποίο η πρωτεΐνη δεν παρου-
σιάζει φορτίο (pI) η διαλυτότητά της είναι η ελάχιστη δυνατή. Παράλληλα σε αυτό 
το σημείο η πρωτεΐνη διογκώνεται και η ποσότητα του δεσμευμένου νερού ελαχι-
στοποιείται. Η ρύθμιση του pH γίνεται με τη χρησιμοποίηση κατάλληλων ρυθμιστι-
κών διαλυμάτων (138). Οι συνηθέστερες τιμές pH στην κρυστάλλωση πρωτεϊνών 
κυμαίνονται μεταξύ των τιμών 5-8, ενώ η τιμή του πρέπει να παραμένει σταθερή 
καθ’ όλη τη διάρκεια της διαδικασίας κρυστάλλωσης, για το λόγο αυτό η χρήση 
ρυθμιστικών διαλυμάτων καθίσταται απαραίτητη. Από τα ρυθμιστικά διαλύματα 
που χρησιμοποιούνται στην κρυσταλλογραφία πρωτεϊνών τα πιο κοινά είναι αμφο-
τερικά ρυθμιστικά διαλύματα όπως τα HEPES, MES, PIPES, TRIS κ.α. και το ρυθμιστι-
κό διάλυμα φωσφορικών (141, 142). 
Άλατα: Τα άλατα δρουν με διάφορους τρόπους στη κρυστάλλωση των πρωτεϊνών 
ενώ  κάποιοι από τους οποίους αναλύονται παρακάτω: 
1. Μπορούν να σχηματίσουν απ’ ευθείας αλληλεπιδράσεις με φορτισμένα 
αμινοξέα (αργινίνη, λυσίνη, ασπαρτικό, γλουταμικό) στην επιφάνεια των 
πρωτεϊνών.  
2. Είναι υπεύθυνα για την ιοντική ισχύ και επηρεάζουν τις μακρομοριακές 
ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις. Η άπωση μεταξύ ηλεκτρολυτών του ίδιου 
φορτίου μειώνεται.  
3. Σχηματίζουν μη πολικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των υδρόφοβων αμινο-
ξέων εκτεθειμένων στο διαλύτη και των υδρόφοβων τμημάτων των οργανι-
κών αλάτων (σουλφονικών, καρβοξυλικών, αμμωνιακών)  
4. Συχνά, μικρά άλατα χρησιμοποιούνται ως συμπαράγοντες στο διάλυμα 
της κρυστάλλωσης. Για τις περισσότερες πρωτεΐνες ο βαθμός της διαλυτότη-
τας εξαρτάται σε μικρό βαθμό από το είδος του κατιόντος και σε πολύ μεγα-
λύτερο βαθμό από το είδος του ανιόντος (138, 144).  
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Η κλίμακα Hofmeister είναι μια εμπειρική κλίμακα που υπολογίζει την ισχύ συγκε-
κριμένων ιόντων που οδηγούν σε κατακρήμνιση των πρωτεϊνών σε ένα υδατικό 
διάλυμα. Σε κάποιες περιπτώσεις τα ιόντα είναι απαραίτητα για τη διατήρηση της 
βιολογικής ενεργότητας των πρωτεϊνών και συνεισφέρουν στα δομικά χαρακτηρι-
στικά του μορίου όπως στη κρυστάλλωση των πρωτεϊνικών κινασών. Σε άλλες περι-
πτώσεις, μεταλλικά ιόντα σταθεροποιούν τις διαδομοριακές αλληλεπιδράσεις του 
κρυστάλλου(145). 
Αμφίφιλα μόρια (Απορρυπαντικά): Τα τελευταία χρόνια γίνεται χρήση ήπιων α-
πορρυπαντικών και σε μη μεμβρανικές πρωτεΐνες (όπου αρχικά πρωτοξεκίνησε λό-
γω της υδροφοβικότητας τους) προκειμένου να βελτιωθεί η διαλυτότητα των πρω-
τεϊνών και να επιτευχθεί η λήψη καλύτερης ποιότητας κρυστάλλων. Η υδρόφοβη 
ουρά των απορρυπαντικών αλληλεπιδρά με το υδρόφοβο μέρος της πρωτεΐνης και 
διαλυτοποιεί όλο το μόριο μέσω της υδρόφιλης κεφαλής τους (146).  
Ανταγωνιστές δεσμών υδρογόνου: Η ουρία, το φορμαμίδιο και άλατα γουανιδίνης, 
σε συγκεντρώσεις υψηλότερες του 4 M ανταγωνίζονται τους δεσμούς υδρογόνου 
μεταξύ των μορίων του νερού και των ενδομοριακών δεσμών υδρογόνου της πρω-
τεΐνης, δρώντας ως αποδιατακτικοί παράγοντες, ενώ στην αντίθετη περίπτωση στα-
θεροποιούν τους υδροφοβικούς δεσμούς (138).  
Οργανικοί διαλύτες: Καθώς η συγκέντρωση του οργανικού διαλύτη αυξάνεται, η 
έλξη μεταξύ των μακρομορίων αυξάνεται ενισχύοντας τις αλληλεπιδράσεις 
Coulomb μεταξύ των πρωτεϊνικών μορίων που μπορούν να δράσουν ως παράγοντες 
κατακρήμνισης μειώνοντας τη διηλεκτρική σταθερά του μέσου (135, 144). Όταν δη-
μιουργείται μείωση της διηλεκτρικής σταθεράς παρουσιάζεται αύξηση της ηλεκτρο-
στατικής έλξης μεταξύ ανόμοιων φορτίων, με αποτέλεσμα την ελαχιστοποίηση της 
διαλυτότητας της πρωτεΐνης. Κατά τη χρήση τους βέβαια πρέπει να λαμβάνεται υ-
πόψη ότι ορισμένοι οργανικοί διαλύτες μετουσιώνουν τις πρωτεΐνες μέσω της σύν-
δεσής τους σε υδρόφοβες περιοχές και οδηγούν σε ανεπιθύμητα αποτελέσματα 
(138) ή ακόμη δεσμεύουν μόρια ύδατος εμποδίζοντας έτσι την αλληλεπίδρασή τους 
με τη πρωτεΐνη (147).  Για αυτούς τους σημαντικούς λόγους  η χρήση τους πρέπει να 
γίνεται με προσοχή και σε χαμηλές συγκεντρώσεις (148). Μερικοί από τους χρήσι-
μους οργανικούς διαλύτες που χρησιμοποιούνται κατά τη κρυστάλλωση πρωτεϊνών 
είναι οι 2-μέθυλο-2,4-πεντανοδιόλη, αιθανόλη, αιθυλενογλυκόλη, 1,3-
προπανοδιόλη και η ισοπροπανόλη.  
Συγκέντρωση της πρωτεΐνης:  Υπάρχει ένα μεγάλο εύρος συγκεντρώσεων που έ-
χουν κρυσταλλωθεί πολλές πρωτεΐνες (από ένα έως εκατοντάδες mg/mL πρωτεΐ-
νης). Μάλιστα στο εμπόριο πωλούνται και συγκεκριμένες συνθήκες που προβλέ-
πουν τη σωστή συγκέντρωση μιας πρωτεΐνης πριν τις δοκιμές κρυστάλλωσης. Ωστό-
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σο για πειραματικές δοκιμές χρησιμοποιείται συνήθως συγκέντρωση πρωτεΐνης 10-
20 mg/mL (149). 
Ύπαρξη υποστρώματος, συνενζύμου ή αναστολέα στο διάλυμα: Πολλές πρωτεΐνες 
κρυσταλλώνονται παρουσία κάποιου υποστρώματος το οποίο συμβάλλει στο πιο 
συμπαγές πακετάρισμα των μορίων του ενζύμου. Κατά την ανάμιξη της πρωτείνης 
με ένα φυσικό προσδέτη μπορεί να επιτευχθεί μεγαλύτερος βαθμός δομικής ομοιο-
γένειας. Τα σύμπλοκα μιας πρωτεΐνης με τον προσδέτη της μπορεί να έχουν τελείως 
διαφορετική φυσική συμπεριφορά και να θεωρούνται από κρυσταλλογραφικής ά-
ποψης σαν ξεχωριστό πρόβλημα (συγκρυστάλλωση), παρ’ όλα αυτά είναι πιθανό να 
υποβοηθούν την ανάπτυξη των κρυστάλλων  (130) (150). 
3.5 Μέθοδοι Κρυστάλλωσης 
Με σκοπό την ανάπτυξη πρωτεϊνικών κρυστάλλων έχει αναπτυχθεί ένας μεγάλος 
αριθμός τεχνικών που έχουν σκοπό να φέρουν ένα πρωτεϊνικό διάλυμα σε κατά-
σταση υπερκορεσμού. Σε αυτές ανήκουν η τεχνική διάχυσης των ατμών (Vapour 
diffusion), η διάχυση μεταξύ ελεύθερων επιφανειών ή FID (free interface diffusion), 
η τεχνική άμεσης προσθήκης παράγοντα κατακρήμνισης (Batch) και η διαπίδυση 
(Dialysis). Η στρατηγική που χρησιμοποιείται κατά βάση στις τεχνικές αυτές, είναι η 
σταδιακή αύξηση της συγκέντρωσης των παραγόντων κατακρήμνισης με σκοπό τη 
μείωση της διαλυτότητας της πρωτεΐνης και την κρυστάλλωσή της. Στις παραγρά-
φους που ακολουθούν περιγράφονται η αρχή της κάθε μεθόδου που χρησιμοποιή-
θηκαν στη διατριβή καθώς και οι πειραματικές διατάξεις μέσω των οποίων επιτυγ-
χάνεται η κρυστάλλωση (130, 136, 144, 151, 152). 
3.5.1 Διάχυση ατμών 
Η πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδος κρυστάλλωσης είναι διάχυση ατμών. Η 
τεχνική αυτή χρησιμοποιεί την εξάτμιση και τη διάχυση του νερού (και άλλων πτητι-
κών μορίων) μεταξύ μιας μικρής σταγόνας (0,5–10 μL) η οποία περιέχει πρωτεΐνη 
παρουσία ρυθμιστικού διαλύματος και παράγοντα κατακρήμνισης, και ενός δοχείου 
(βοθρίο) που περιέχει ένα διάλυμα παρόμοιας σύστασης (διαλύτης και παράγοντας 
κατακρήμνισης) αλλά σε μεγαλύτερες συγκεντρώσεις σε σχέση με τη σταγόνα. Κατά 
τη τεχνική αυτή, το διάλυμα της πρωτεΐνης φέρεται σε υπέρκορη κατάσταση λόγω 
της απομάκρυνσης ύδατος από τη σταγόνα μέσω της διάχυσης ατμών. Η σταγόνα 
κλείνεται αεροστεγώς και εξισορροπείται πάνω από βοθρίο που περιέχει το διάλυ-
μα της επικρεμάμενης ή της επικαθήμενης σταγόνας επιτρέποντας την αργή αύξηση 
των συγκεντρώσεων της πρωτεΐνης και του παράγοντα κατακρήμνισης, η οποία θα 
οδηγήσει στον υπερκορεσμό του διαλύματος και την ανάπτυξη κρυστάλλου. Στη 
μέθοδο της επικρεμάμενης σταγόνας, η σταγόνα τοποθετείται στην κάτω επιφάνεια 
μιας γυάλινης πλάκας καλυμμένης με σιλικόνη, ενώ στη μέθοδο της επικαθήμενης 
σταγόνας η σταγόνα τοποθετείται σε μια πλαστική ή γυάλινη επιφάνεια επάνω από 
την επιφάνεια του βοθρίου (Εικόνα 33:).  
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Οι αρχές κρυστάλλωσης είναι οι ίδιες και στις δύο τεχνικές, παρατηρούνται όμως 
διαφορές ως προς το χρόνο εξισορρόπησης, τον όγκο της σταγόνας και την ευκολία 
συλλογής των κρυστάλλων. Με την τεχνική της επικαθήμενης σταγόνας μπορεί να 
ελαχιστοποιηθεί ο όγκος της σταγόνας άρα και η απαιτούμενη ποσότητα πρωτεΐνης 
καθώς και ο χρόνος εξισορρόπησης, ενώ με την τεχνική της επικρεμάμενης σταγό-
νας η συλλογή κρυστάλλων είναι ευκολότερη (131, 153, 154).   
 
Εικόνα 33: Τεχνική επικαθήμενης και επικρεμάμενης σταγόνας (135). 
 
3.5.4 Τεχνική ολικής ανάμειξης (batch method) 
Αποτελεί την πιο παλιά και απλή σε διαδικασία τεχνική κρυστάλλωσης πρωτεϊνών. 
Κατά τη τεχνική αυτή πραγματοποιείται άμεση ανάμειξη ενός ακόρεστου πρωτεϊνι-
κού διαλύματος με το διάλυμα του παράγοντα κατακρήμνισης. Η ανάμειξη έχει ως 
αποτέλεσμα τη μεταβολή της διαλυτότητας της πρωτεΐνης και το διάλυμα καθίστα-
ται άμεσα υπέρκορο και υπό ορισμένες προϋποθέσεις μπορεί να προκύψει κρυ-
στάλλωση της πρωτεΐνης. Πλεονεκτήματα της τεχνικής αυτής είναι πρώτον η απλό-
τητα στους χειρισμούς της, ενώ δεύτερο και σημαντικότερο είναι πως οι κρύσταλλοι 
που προκύπτουν είναι κατά βάση μεγαλύτεροι και καλύτερης ποιότητας. Παλαιότε-
ρα, σημαντικό μειονέκτημα της τεχνικής αυτής αποτελούσε η ανάγκη χρησιμοποίη-
σης μεγάλης ποσότητας πρωτεΐνης. Τα τελευταία όμως χρόνια το πρόβλημα αυτό 
έπαψε να υφίσταται αφού η ανάμειξη των διαλυμάτων γίνεται είτε σε τριχοεδείς 
σωληνίσκους είτε σε μικροσταγόνες καλυπτόμενες από στρώμα ελαίου (microbatch 
crystallisation). Με τον τρόπο αυτό, η απαιτούμενη ποσότητα πρωτεΐνης είναι πα-
ρόμοια με αυτήν στη διάχυση ατμών. Κυριότερο μειονεκτήματα της τεχνικής ολικής 
ανάμειξης είναι το ότι δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε περιπτώσεις όπου είναι 
απαραίτητη η αργή εξισορρόπηση και το ότι δεν επιτρέπει τον έλεγχο ευρέως φά-
σματος συνθηκών με μία σταγόνα, όπως συμβαίνει στις τεχνικές διαπίδυσης και 
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διάχυσης ατμών. Για τους λόγους αυτούς δεν χρησιμοποιείται ευρέως (Εικόνα 34) 
(155-157). 
 
Εικόνα 34: Η τεχνική της ολικής ανάμιξης (Α) σε τριχοεδείς σωληνίσκους, (Β) σε μικροσταγόνες 
καλυπτόμενες από στρώμα ελαίου (microbatch crystallisation) (137). 
3.5.5 Πυρήνωση (seeding) 
Η τεχνική της πυρήνωσης (seeding) είναι μία μέθοδος στην οποία διαχωρίζεται το 
στάδιο της δημιουργίας πυρήνων κρυστάλλωσης από αυτό της ανάπτυξής τους. Έχει 
ως στόχο τόσο τη βελτίωση της ποιότητας, όσο και του μεγέθους των κρυστάλλων 
αλλά και την επιτάχυνση της ανάπτυξης τους. Στην τεχνική αυτή πυρήνες κρυστάλ-
λωσης οι οποίοι προήλθαν από προηγούμενες απόπειρες κρυστάλλωσης και δεν 
οδήγησαν σε σωστά διαμορφωμένους κρυστάλλους, τοποθετούνται σε διάλυμα 
κρυστάλλωσης χαμηλού υπερκορεσμού. Η μέθοδος αυτή δίνει καλά αποτελέσματα 
στην κρυστάλλωση μικρών μορίων, στις πρωτεΐνες όμως, λόγω της πολυπλοκότητας 
της διαδικασίας κρυστάλλωσης το τελικό αποτέλεσμα δεν είναι πάντα επιτυχές. Η 
τεχνική του seeding μπορεί να ταξινομηθεί σε δύο κατηγορίες, στην τεχνική της μι-
κροπυρήνωσης (microseeding) και σε αυτήν της μακροπυρήνωσης (macroseeding). 
Στην τεχνική μικροπυρήνωσης, που αποτελεί την πιο συνηθισμένη μέθοδο, οι κρύ-
σταλλοι που προήλθαν από προηγούμενη προσπάθεια κρυστάλλωσης, διαχωρίζο-
νται από το μητρικό υγρό, καθαρίζονται, θρυμματίζονται και αραιώνονται με διά-
λυμα κατακρημνίσεως. Στη συνέχεια, μεταφέρονται σε σταγόνα που περιέχει το 
πρωτεϊνικό διάλυμα και τον κατακρημνιστή μέσω μικροπιπέττας ή σκληρής τρίχας. 
Η σταγόνα αυτή πρέπει να βρίσκεται σε αρκετά χαμηλή συγκέντρωση ώστε να μην 
ευνοείται η δημιουργία πυρήνων κρυστάλλωσης αλλά συγχρόνως να είναι τόσο κο-
ρεσμένη ώστε να ευνοείται η ανάπτυξη κρυστάλλων. Η τεχνική της μακροπυρήνω-
σης γίνεται με ανάλογο τρόπο με τη διαφορά ότι ως πυρήνες κρυστάλλωσης χρησι-
μοποιούνται μη θρυμματισμένοι μονοκρύσταλλοι μεγέθους 5-50 μm  (158, 159). 
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Εικόνα 35: Διάγραμμα φάσεων κατά τη διαδικασία κρυσταλλώσεως μιας πρωτεΐνης ως προς τη 
μέθοδο η οποία ακολουθείται [(i) τεχνική ολικής ανάμειξης, (ii) διάχυση ατμών, (iii) διαπίδυση, (iv) 
διάχυση μέσω επιφάνειας]. Ως ρυθμιζόμενες παράμετροι κρυσταλλώσεως αναφέρονται η 
συγκέντρωση του παράγοντα κατακρήμνισης, το pH και η θερμοκρασία (136). 
3.6 Κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ 
Η τεχνική της κρυσταλλογραφίας ακτίνων Χ αναπτύχθηκε ύστερα από την ικανότητα 
καλοσχηματισμέων κρυστάλλων, να περιθλούν ακτίνες Χ. Η πρόσπτωση των ηλε-
κτρομαγνητικών κυμάτων ακτίνων-Χ πάνω σε ένα αντικείμενο όπως ο κρύσταλλος, 
οδηγεί σε σκέδαση της ακτινοβολίας από τα ηλεκτρονία των μορίων που συγκρο-
τούν τον κρύσταλλο. Το ηλεκτρόνιο του ατόμου του κρυστάλλου εκτελεί εξαναγκα-
σμένη ταλάντωση και εκπέμπει ακτινοβολία προς όλες τις διευθύνσεις.  
Η εξέλιξη της τεχνολογίας και του επιπέδου αυτοματισμού της τεχνικής τα τελευ-
ταία 100 χρόνια έχει οδηγήσει σε ένα σημαντικό πλήθος δομών που έχουν κατατε-
θεί στην PDB μέχρι σήμερα (~100.000) (160).  
3.6.1 Ακτίνες Χ 
Λόγω του γεγονότος πως η μέση απόσταση μεταξύ των ομοιοπολικά συνδεδεμένων 
ατόμων στα πρωτεϊνικά μόρια είναι περίπου 1.4 Å, για να επιτευχθεί ατομική ευκρί-
νεια απαιτείται ακτινοβολία μήκους κύματος ανάλογου των αποστάσεων αυτών 
(161-163). Οι ακτίνες Χ (ακτίνες Röntgen) αποτελούν το τμήμα εκείνο του ηλεκτρο-
μαγνητικού φάσματος με περιοχή μήκους ανάμεσα σε 10 nm και 10 pm ή 0,1- 100 
Angstrom (Å). Η πρόσπτωση ρεύματος ηλεκτρονίων μεγάλης ταχύτητας (ακτίνες Χ) 
στον πρωτεϊνικό κρύσταλλο οδηγεί σε εξαναγκασμένη ταλάντωση των ηλεκτρονίων 
και πρωτονίων του κρυστάλλου και εκπομπή ακτινοβολίας με συχνότητα ίδια με τη 
συχνότητα της προσπίπτουσας ακτινοβολίας (ακτίνες Χ) (133). Οι πηγές ακτίνων-Χ 
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είναι δύο: οι συμβατικές πηγές οι οποίες εκπέμπουν την ακτινοβολία μέσω επιτά-
χυνσης ηλεκτρονίων και πρόσκρουση τους σε κάποιο μεταλλικό υλικό (συνήθως 
χαλκός (Cu) ή μολυβδαίνιο (Mo)) και οι συγχροτρονικές πηγές οι οποίες λειτουρ-
γούν με διαφορετικό τρόπο σε σχέση με τις συμβατικές. Εκεί οι επιταχυντές σωμα-
τιδίων (ηλεκτρονίων, ποζιτρονίων) αναγκάζουν τα σωματίδια να κινούνται με τερά-
στια ταχύτητα (ανάλογη της ταχύτητας του φωτός). Κατά την αλλαγή της κατεύθυν-
σης τους εκπέμπουν ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία. Η κίνηση των ηλεκτρονίων μέ-
σω μιας κυκλικής τροχιάς διαμέτρου από 10 έως μερικών εκατοντάδων μέτρων γί-
νεται με τη βοήθεια ισχυρών μαγνητών. Οι πηγές συγχροτρονικής ακτινοβολίας 
(synchrotron radiation) είναι μεγάλες εγκαταστάσεις και σε σχέση με τις συμβατικές 
πηγές εμφανίζουν δύο σημαντικά πλεονεκτήματα, αυτό της έντασης αλλά και της 
ρύθμισης του μήκους κύματος (164, 165).  
3.6.2 Ανάλυση δεσομένων 
Οι εικόνες που λαμβάνονται μετά τη περίθλαση ακτίνων-Χ φέρουν πληροφορίες 
σχετικά με τα δεδομένα της μοναδιαίας κυψελίδας του κρυστάλλου, κωδικοποιημέ-
νες σε κατανομές έντασης των ανακλάσεων και επομένως δεν είναι εύκολα κατανο-
ητές. Με τη βοήθεια των μετασχηματισμών Fourier, αυτές οι πληροφορίες μπορούν 
να "μεταφραστούν" δημιουργώντας τελικά την εικόνα του κρυσταλλωμένου μορί-
ου. Ο μετασχηματισμός Fourier είναι μια απλή μαθηματική σχέση που συνδέει την 
ζητούμενη ηλεκτρονιακή πυκνότητα με (i) τα πλάτη των παραγόντων δομής (struc-
ture factors) που λαμβάνονται από τις εντάσεις των κηλίδων (spots) στο περιθλασί-
γραμμα, και (ii) τη σχετική γωνία φάσης που αντιστοιχεί σε κάθε κηλίδα (162).  
 
Εικόνα 36: Η τεχνική της κρυσταλλογραφίας ακτίνων Χ μιας πρωτεΐνης. 
Προκειμένου να ανακτήσουμε τη πληροφορία των τριών διαστάσεων είναι ανα-
γκαία η σταδιακή περιστροφή του κρυστάλλου γύρω από τον άξονα που είναι κάθε-
τος στις ακτίνες Χ και στη συνέχεια η καταγραφή των δεδομένων περίθλασης με 
σκοπό τη συλλογή ενός πλήρους συνόλου δεδομένων (data set). Ο κρύσταλλος συ-
γκρατείται από μια ειδική συνδεσμολογία τύπου βρόχου (loop), ή τοποθετείται μέ-
σα σε τριχοειδή σωλήνα (capillary) σταθερά μπροστά από τη δέσμη ακτινοβολίας. 
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Μέσω του ανιχνευτή έχουμε τη καταγραφή του φάσματος  περίθλασης. Κατά τη 
παρατήρηση ενός φάσματος περίθλασης συλλέγεται η πληροφορία, οι πιο έντονες 
αμαυρώσεις αντιστοιχούν σε μεγαλύτερη ένταση των κυμάτων και αποτελούν τα 
πειραματικά δεδομένα του κρυσταλλογραφικού πειράματος (Εικόνα 36) (133, 164).  
3.7 Το πρόβλημα της φάσης 
Επειδή δεν υπάρχουν φακοί που να βοηθούν στην σύγκλιση της περιθλώμενης α-
κτινοβολίας Χ και στην συγκρότηση του ειδώλου, είναι πειραματικά αδύνατη η κα-
ταγραφή των φάσεων των περιθλώμενων κυμάτων. Αυτό αποτελεί και ένα από τα 
σημαντικότερα ζητήματα του προσδιορισμού της κρυσταλλικής δομής μέσω της 
κρυσταλλογραφίας ακτίνων Χ, αποκαλούμενο και ως ‘πρόβλημα φάσης’. Η ακτινο-
βολία η οποία περιθλάται κατά μια διεύθυνση [hkl] του αντίστροφου πλέγματος 
είναι το άθροισμα της ακτινοβολίας που περιθλάται από όλα τα άτομα (x, y, z) κατά 
τη διεύθυνση αυτή, δηλαδή είναι το κύμα το οποίο περιγράφεται με ένα διάνυσμα 
και καλείται παράγοντας δομής ή structure factor F(hkl). Το μόνο που μπορούμε να 
καταγράψουμε είναι η διεύθυνση των κυμάτων, μέσω της θέσης πρόσπτωσής τους 
στον ανιχνευτή. Η διεύθυνση του κάθε ενός από τα περιθλώμενα κύματα καθώς και 
τα μέτρα των παραγόντων δομής μπορεί να χαρακτηριστεί μέσω τριών ακέραιων 
αριθμών γνωστών ως δείκτες h, k, ℓ (133). Οι τιμές των εντάσεων περίθλασης Ι(hkl) 
είναι ανάλογες του τετραγώνου του μέτρου του παράγοντα δομής F κάθε περιθλώ-




Έτσι, μέσω αυτής της αναλογίας, μπορεί να υπολογιστεί το μέτρο του παράγοντα 
δομής που αποτελεί το σημαντικότερο μέγεθος στην κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ. 
Το πρόβλημα δημιουργείται από το γεγονός ότι κατά τη συλλογή κρυσταλλογραφι-
κών δεδομένων μπορεί να μετρηθεί μόνο η απόλυτη τιμή του παράγοντα δομής, 
χωρίς όμως να λαμβάνονται πληροφορίες για τις γωνίες φάσεως. Ειδικά στην πρω-
τεϊνική κρυσταλλογραφία όπου τα μελετώμενα μόρια είναι μεγάλου μεγέθους το 
πρόβλημα αυτό επιτείνεται. Η επίλυση του προβλήματος των φάσεων επιτυγχάνε-
ται με μεθόδους οι οποίες μπορούν να ταξινομηθούν σε υποκατηγορίες, όπως η 
μέθοδος «δοκιμή και σφάλμα», οι «απ’ ευθείας (άμεσοι) μέθοδοι (Direct methods), 
η μέθοδος του «βαρέος» ατόμου (Heavy atom method), η μέθοδος της Πολλαπλούς 
Ισόμορφης Αντικατάστασης (Multiple Isomorphous Replacement, MIR) και η μέθο-
δος της Μοριακής Αντικατάστασης (Molecular Replacement, MR) (166). 
Σύμφωνα με τη θεωρία περίθλασης, προκειμένου να ληφθεί η δομή από τα δεδο-
μένα  περίθλασης, είναι απαραίτητο να υπολογιστεί ο μετασχηματισμός Fourier των 
επονομαζόμενων παραγόντων δομής, που αντιστοιχούν στα πλάτη αντανάκλασης 
και τις φάσεις. Οι μέθοδοι που χρησιμοποιούνται στην κρυσταλλογραφία των πρω-
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τεϊνών προκειμένου να  προσδιοριστούν οι φάσεις οδηγούν σε μια αρχική κατανομή 
της ηλεκτρονιακής πυκνότητας στην οποία προσαρμόζεται ένα μοντέλο της πρωτεΐ-
νης. Το μοντέλο αυτό υφίσταται βελτιώσεις, έτσι ώστε τα Fcalc που προκύπτουν 
από αντίστροφο μετασχηματισμό Fourier του μοντέλου να ταιριάζουν όσο γίνεται 
καλύτερα με τα πειραματικά Fobs (166). 
3.8 Η εξίσωση της ηλεκτρονιακής πυκνότητας 
Λόγω της περιοδικότητας του κρυστάλλου η ηλεκτρονιακή πυκνότητα p (ο αριθμός 
ηλεκτρονίων ανά μονάδα όγκου) μπορεί να παρασταθεί σαν τρισδιάστατη περιοδι-
κή συνάρτηση και να εκφραστεί σαν μια τριπλή σειρά Fourier: 
p(xyz) =   
όπου: 
V είναι ο όγκος της στοιχειώδους κυψελίδας 
hkl οι δείκτες της ανακλώμενης ακτίνας από τα επίπεδα hkl 
Fhkl ο παράγων δομής στη διεύθυνση hkl (167). 
3.9 Δείκτες Miller h, k, ℓ  
Είναι ακέραιοι αριθμοί που χρησιμεύουν στη περιγραφή του κρυσταλλικού πλέγμα-
τος. Αναφέρονται σε κρυσταλλικά επίπεδα και οικογένειες επιπέδων και σε κρυ-
σταλλογραφικές διευθύνσεις και οικογένειες διευθύνσεων. Η έννοια της οικογένει-
ας αναφέρεται σε “ισοδύναμες” καταστάσεις, όπως παραδείγματος χάρη παράλλη-
λες έδρες ή διαγώνια επίπεδα κλπ. που ανήκουν στην ίδια οικογένεια, αντίστοιχα. H 
σταθερά h δίνει τον αριθμό των επιπέδων στον άξονα x, ή αντίστοιχα τον αριθμό 
των τμημάτων στα οποία τέμνεται η πλευρά a της στοιχειώδους κυψελίδας από μια 
οικογένεια επιπέδων. Οι σταθερές k και ℓ αντίστοιχα, δίνουν τον αριθμό των επιπέ-
δων στους άξονες y και z (134).  
3.10 Γεωμετρία της περίθλασης – Νόμος Bragg 
Κατά τη πρόσπτωση μιας ακτίνας-Χ σε ένα άτομο, παρατηρείται σκέδαση και επα-
νεκπομπή της σαν σφαιρικό κύμα. Η σκέδαση αυτή όπως αναφέρθηκε και παραπά-
νω οφείλεται στην αλληλεπίδραση των ακτίνων-Χ με τα δεσμευμένα ηλεκτρόνια στα 
άτομα. Η μελέτη αυτού του φαινομένου δηλαδή της περίθλασης ακτίνων-Χ από μο-
νοκρυστάλλους στηρίζεται στη παρατηρούμενη συμβολή των ελαστικά σκεδαζόμε-
νων κυμάτων των δεσμευμένων ηλεκτρονίων, ενώ τα σήματα από την ανελαστική 
σκέδαση αντιμετωπίζονται ως θόρυβος. Η πορεία που ακολουθείται από την πηγή 
στον ανιχνευτή καθορίζει τη συμβολή ή μη των κυμάτων. Η διαφορά στη πορεία 
μπορεί να προκύψει από ηλεκτρόνια που απέχουν ακέραιο πολλαπλάσιο του μή-
κους κύματος, και τότε τα κύματα σκεδάζουν στην ίδια φάση και τα πλάτη τους 
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προστίθενται. Σε περίπτωση όμως που τα πλάτη τους απέχουν ημιακέραιο πολλα-
πλάσιο πραγματοποιείται συμβολή με αντίθετη φάση και αλληλοεξουδετέρωση 
(Εικόνα 37). Η μαθηματική σχέση που συνδέει τη γωνία σκέδασης και την ισαπό-
σταση μεταξύ των παράλληλων επιπέδων δίνεται από το νόμο του Bragg (168).  
 
 
n: είναι ένας ακέραιος αριθμός, 
λ: το μήκος κύματος της ακτινοβολίας, 
d: η απόσταση ανάμεσα στα παράλληλα επίπεδα του πλέγματος, 
θ: η γωνία της περίθλασης 
 
 
Εικόνα 37: Η μαθηματική σχέση που συνδέει τη γωνία σκέδασης και την ισαπόσταση μεταξύ των 
παράλληλων επιπέδων (169). 
 
Η εξίσωση εξαρτάται μόνο από το d, ενώ περιγράφει τις διευθύνσεις που θα παρα-
τηρηθεί περίθλαση κάτι που εξαρτάται μόνο από τις διαστάσεις της στοιχειώδους 
κυψελίδας, χωρίς να παρέχεται πληροφορία για το πλάτος και τις φάσεις των κυμά-
των. Το πλάτος και η φάση που τελικά θα προκύψει από τον κρύσταλλο σε κάποια 
διεύθυνση hkl, είναι το άθροισμα (το αποτέλεσμα συμβολής) όλων των κυμάτων 
από κάθε ηλεκτρόνιο του κρυστάλλου στη διεύθυνση αυτή και εξαρτάται από τις 
σχετικές θέσεις των ηλεκτρονίων του κρυστάλλου (161). 
3.11 Αναλυτική επεξήγηση των διαφόρων παραγόντων των κρυσταλλογραφικών 
δεδομένων  
Μια σημαντική παράμετρος που πρέπει να ληφθεί υπόψη κατά την αξιολόγηση της 
αξιοπιστίας μιας μακρομοριακής δομής είναι η ευκρίνεια (resolution). Η ευκρίνεια 
μετράται σε Ǻ και μπορεί να οριστεί ως η ελάχιστη απόσταση (d) των επιπέδων του 
κρυσταλλικού πλέγματος που εξακολουθούν να παρέχουν μετρήσιμη περίθλαση 
των ακτίνων Χ. Αυτός ο όρος ορίζει το επίπεδο λεπτομέρειας ή την ελάχιστη από-
σταση μεταξύ δομικών χαρακτηριστικών που μπορούν να διακριθούν στους χάρτες 
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ηλεκτρονιακής πυκνότητας. Όσο υψηλότερη είναι η ευκρίνεια, τόσο μικρότερη είναι 
η απόσταση d, τόσο καλύτερα τα αποτελέσματα (166).  
Ανάλογα με τα χαρακτηριστικά της στοιχειώδους κυψελίδας καθορίζεται και η κα-
τεύθυνση της περιθλώμενης ακτινοβολίας, ενώ η θέση των ατόμων της καθορίζει 
την ένταση. Το πείραμα περιλαμβάνει τις μετρήσεις των εντάσεων ενός μεγάλου 
αριθμού ανακλάσεων. Η ποιότητα των μακρομοριακών δομών εξαρτάται από την 
ποιότητα των δεδομένων περίθλασης που χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό 
τους. Οι σημαντικότεροι παράμετροι που σχετίζονται με τη ποιότητα των δεδομέ-
νων είναι η ευκρίνεια, η πληρότητα, ο λόγος I/σ(I) (λόγος σήματος /θόρυβο) και ο 
δείκτης συμφωνίας (Rmerge) (166).  
 
Ευκρίνεια (resolution): ορίζεται ως η ελάχιστη απόσταση d των επιπέδων 
του κρυσταλλικού πλέγματος που εξακολουθεί να παρέχει υπολογίσιμη πε-
ρίθλαση ακτίνων Χ, ενώ μετράται σε μονάδες Å. Καθορίζει το επίπεδο της 
λεπτομέρειας, ή τη μικρότερη απόσταση μεταξύ δομικών χαρακτηριστικών 
τα οποία μπορούν να διακριθούν σε χάρτες ηλεκτρονιακής πυκνότητας. Η 
ευκρίνεια είναι αντριστρόφως ανάλογη σε σχέση με την απόσταση. Άρα όσο 
μικρότερη η απόσταση d, τόσο μεγαλύτερος ο αριθμός των διαθέσιμων ανα-
κλάσεων για τον προσδιορισμό της δομής και επομένως, τόσο περισσότερες 
οι λεπτομέρειες που διακρίνονται στην κρυσταλλική δομή (170). Σημαντικός 
παράγοντας με σκοπό τη μέγιστη ευκρίνεια αποτελούν τόσο η ποιότητα του 
κρυστάλλου, όσο και η πηγή ακτίνων Χ (οι συμβατικές πηγές δίνουν χαμηλό-
τερη ευκρίνεια σε σχέση με τις συγχροτρονικές). Ο βαθμός ευκρίνειας χαρα-
κτηρίζεται ως: ‘’χαμηλός’’, ‘’ενδιάμεσος’’, ‘’υψηλός’’ και ‘‘ατομικός’’(Εικόνα 
38). Οι πληροφορίες που είναι διακριτές σε χαμηλή ευκρίνεια είναι λίγες και 
αφορούν κυρίως στο σχήμα του μακρομορίου. Σε ενδιάμεση ευκρίνεια, είναι 
πιθανόν να γίνουν λάθη στο χάρτη της ηλεκτρονιακής πυκνότητας, διότι οι 




Εικόνα 38: Κριτήρια αξιολόγησης του βαθμού ευκρίνειας της ποιότητας των 
κρυσταλλογραφικών μοντέλων των μακρομοριακών δομών (166). 
 
I/σ (I) : Η σημασία των μετρούμενων εντάσεων μπορεί να μετρηθεί με τον 
μέσο λόγο < I/σ(I) >, που αποτελεί άλλο ένα κριτήριο της ποιότητας των κρυ-
σταλλογραφικών δεδομένων. Το μέτρο αυτό δεν είναι πάντα απολύτως έ-
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γκυρο. Συνήθως το όριο περίθλασης ορίζεται σε ανάλυση όπου η τιμή 
<I/σ(I)> μειώνεται στη τιμή 2,0. Τιμές με λόγο υψηλότερο του 2, υποδεικνύ-
ουν πως ο κρύσταλλος έχει δυνατότητα καλύτερης περίθλασης αλλά η ευ-
κρίνεια είναι περιορισμένη πιθανόν λόγω της πηγής ακτίνων-Χ (166). 
Ως πολλαπλότητα (redundancy/multiplicity) ορίζεται ο μέσος όρος του α-
ριθμού των μετρήσεων για κάθε ξεχωριστή, συμμετρικά μοναδική ανάκλα-
ση. Κάθε ανάκλαση μετράται με ένα βαθμό σφάλματος, όσο μεγαλύτερη εί-
ναι η πολλαπλότητα τόσο πιο ακριβής είναι η τελική εκτίμηση για την κατά 
μέσο όρο ένταση της κάθε ανάκλασης. Η έκταση των μεμονωμένων εντάσε-
ων όλων των συμμετρικά ισοδύναμων ανακλάσεων, οι οποίες συμβάλλουν 
στη δημιουργία μιας μοναδικής ανάκλασης, εκτιμάται από τον παράγοντα 
Rmerge (Rsym ή Rint) που θα αναλυθεί παρακάτω. Η ποιότητα των δεδομένων 
περίθλασης που χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό της δομής, κρίνε-
ται από μία σειρά σημαντικών παραμέτρων όπως η ευκρίνεια, η πληρότητα 
των δεδομένων και ο παράγοντας Rmerge (166).  
Rmerge, Rfactor, Rfree: Οι περισσότερες ανακλάσεις (μαζί με τις συμμετρικά ισο-
δύναμες) μετρώνται πολλές φορές και οι εντάσεις τους πρέπει να συγχωνευ-
τούν μετά την εφαρμογή όλων των απαραίτητων διορθώσεων. Αυτή η διαδι-
κασία είναι γνωστή ως ‘’scaling & merging’’ και έχει ως αποτέλεσμα τη δημι-
ουργία ενός συνόλου μοναδικών εντάσεων των ανακλάσεων μαζί με το πο-
σοστό σφάλματος. Πολλαπλές παρατηρήσεις της ίδιας ανάκλασης παρέχουν 
τη δυνατότητα του εντοπισμού και πιθανώς της απόρριψης ενδεχόμενων 
ακραίων τιμών, ωστόσο ο αριθμός των ανακλάσεων που απορρίπτονται θα 
πρέπει να είναι πολύ μικρός (≤ 1 %). Όπως προαναφέρθηκε, η ακρίβεια των 
μέσων όρων των εντάσεων εκτιμάται από την έκταση των μεμονωμένων ε-
ντάσεων των συμμετρικά ισοδύναμων ανακλάσεων, από τον παράγοντα 




όπου:  h συμβολίζεται αριθμός των μοναδικών ανακλάσεων, 
i: ο αριθμός των συμμετρικά ισοδύναμων ανακλάσεων 
 
Ένα σύνολο δεδομένων περίθλασης για να είναι αποδεκτό, πρέπει να χαρακτηρίζε-
ται από μια τιμή Rmerge < 4-5 %, αν και για βελτιστοποιημένα συστήματα μπορεί να 
είναι πολύ χαμηλότερη. Στην απώτερη στοιβάδα ευκρίνειας η τιμή μπορεί να είναι 
30-40 % για κρυστάλλους χαμηλής συμμετρίας και σε περιπτώσεις κρυστάλλων υ-
ψηλής συμμετρίας μέχρι και 60 %, διότι η πολλαπλότητα είναι συνήθως υψηλότερη. 
Γενικά, όσον αφορά στην πολλαπλότητα των μετρήσεων, είναι επιθυμητό να έχει 
υψηλή τιμή, καθώς βελτιώνει την ποιότητα των δεδομένων, τόσο ως προς τις εντά-
σεις όσο και ως προς το ποσοστό του σφάλματος. Παρ’ όλα αυτά, είναι δύσκολο να 
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επιτευχτεί υψηλή πολλαπλότητα εξαιτίας της ισχυρής ακτινοβολίας που οδηγεί στην 
καταστροφή του κρυστάλλου (166). 
 
Επίσης ως δείκτες της ποιότητας της κρυσταλλικής δομής (γωνίες, μήκη δεσμών, 
στερεοχημικά χαρακτηριστικά) και έμμεσα της εγκυρότητας της ερμηνείας της (από 
το χάρτη ηλεκτρονιακής πυκνότητας), αποτελούν και οι παράγοντες Rfactor και Rfree.   
 
 
Οι συντελεστές R εκφράζονται συνήθως σε ποσοστά και μετρούν τη συνολική σχετι-
κή απόκλιση μεταξύ των πειρα ματικά αποκτηθέντων παραγόντων δομής (Fobs) και 
των υπολογιζόμενων παραγόντων δομής (Fcalc) που λαμβάνονται από το μοντέλο. 
Όσο καλύτερα είναι τα δεδομένα περίθλασης τόσο μικρότερη τιμή έχει  ο κρυσταλ-
λογραφικός συντελεστής R με μακρομοριακές δομές που έχουν τιμές R <20% να θε-
ωρούνται αρκετά καλές. Στη κρυσταλλογραφία μικρών μορίων, όπου τα μοντέλα 
περιέχουν λιγότερα άτομα δεν είναι ασυνήθιστες τιμές R ~1-2% (166). 
Μια νέα και σημαντική παράμετρος που εισήχθηκε στην κρυσταλλογραφία των 
πρωτεϊνών  το 1992 είναι ο παράγοντας Rfree (171). Ο παράγοντας Rfree υπολογίζεται 
αντίστοιχα όπως και ο κανονικός παράγοντας R, αλλά μόνο για ~1000 τυχαία επι-
λεγμένες αντανακλάσεις που δεν έχουν υπολογιστεί πριν, δηλαδή κατά τη βελτι-
στοποίηση του μοντέλου, αν και μπορεί να έχουν επηρεάσει τον ορισμό του μοντέ-
λου. Μέσω του τρόπου αυτού, εάν το μαθηματικό μοντέλο της δομής γίνει υπερβο-
λικά πολύπλοκο, μέσω παραμέτρων, όπου δεν υπάρχει καμία τεκμηρίωση στα πει-
ραματικά δεδομένα, ο Rfree βελτιώνεται. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι οι περιττές 
παράμετροι τείνουν να προπλάσσουν τα τυχαία σφάλματα του συνόλου δεδομέ-
νων, τα οποία δεν συσχετίζονται με τα λάθη στο σύνολο του Rfree. Ο Rfree είναι μια 
σημαντική παράμετρος, ο οποίος δεν πρέπει να υπερβαίνει τη τιμή ~7%. Η υψηλή 
τιμή του μπορεί να προκύψει από ένα σοβαρό ελάττωμα του μοντέλου. Για παρά-
δειγμα, η προσθήκη ενός αριθμού μορίων ύδατος σε θέσεις οι οποίες δεν αντικατο-
πτρίζεται στα χαρακτηριστικά θορύβου της περιοχής του διαλύτη πάντα θα μειώνει 
το παράγοντα R, αλλά δεν θα βελτιώνει τον Rfree (166). 
3.12 Υπολογισμός του χάρτη ηλεκτρονιακής πυκνότητας 
Ως αποτέλεσμα της περίθλασης των ακτίνων Χ σε κρύσταλλο προκύπτει ένα σετ ει-
κόνων στον ηλεκτρονικό υπολογιστή που απεικονίζουν δισδιάστατα πλέγματα 
κουκκίδων και περιλαμβάνουν τις εντάσεις μεμονωμένων ανακλάσεων. Η ανάπτυξη 
κατάλληλων υπολογιστικών προγραμμάτων, βοήθησε στην επεξεργασία των εικό-
νων περίθλασης και στη μετατροπή αυτών σε μια λίστα δεικτών hkl, με τις αντίστοι-
χες εντάσεις και τα σφάλματα των εντάσεων. Στη συνέχεια πραγματοποιείται διαδι-
κασία συνδυασμού μεταξύ των εικόνων και της συγχώνευσης των ισοδύναμων ανα-
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κλάσεων (scaling), με αποτέλεσμα τη δημιουργία ενός αρχείου (mtz) που εμπεριέχει 
το σύνολο των μοναδικών ανακλάσεων του κρυστάλλου. 
Η κατασκευή του χάρτη ηλεκτρονιακής πυκνότητας πραγματοποιείται μέσω του με-
τασχηματισμού Fourier, χρησιμοποιώντας τα πλάτη του συνόλου των πειραματικών 
ανακλάσεων (Fobs) και τις φάσεις ενός πρωτεϊνικού μοντέλου (φcalc). Ο χάρτης αυ-
τός (Fobs, φcalc), αντιπροσωπεύει την προσέγγιση της πραγματικής δομής ενώ η 
ακρίβειά του εξαρτάται εν πολλοίς από την ακρίβεια των φάσεων που έχουν χρησι-
μοποιηθεί. Ο χάρτης διαφοράς ηλεκτρονιακής πυκνότητας (Fobs - Fcalc, φcalc) είναι 
ένα άλλο είδος χάρτη, που κατασκευάζεται μέσω των διαφορών μεταξύ των πειρα-
ματικών (παρατηρούμενων) παραγόντων δομής και των παραγόντων δομής του μο-
ντέλου. Σαν χάρτης απεικονίζει τις διαφορές μεταξύ της πραγματικής δομής σε σχέ-
ση με αυτή του μοντέλου ενώ χαρακτηρίζεται από την ύπαρξη θετικής ηλεκτρονια-
κής πυκνότητας στα τμήματα της πραγματικής δομής, τα οποία απουσιάζουν από το 
μοντέλο και αντίστοιχα αρνητικής πυκνότητας για τα τμήματα τα οποία απουσιά-
ζουν από την δομή και υπάρχουν στο μοντέλο. Στη πρωτεϊνική κρυσταλλογραφία 
χρησιμοποιούνται οι χάρτες (2Fobs - Fcalc, φcalc) οι οποίοι είναι το αποτέλεσμα υ-
πέρθεσης των δύο προηγούμενων χαρτών. Απεικονίζουν τον χάρτη ηλεκτρονιακής 
πυκνότητας του μοντέλου καθώς και τα χαρακτηριστικά εκείνα που χρειάζονται δι-
ορθώσεις. Η ποιότητα ενός χάρτη ηλεκτρονιακής πυκνότητας καθώς και οι πληρο-
φορίες που μπορούν να αντληθούν επηρεάζεται σημαντικά από την ευκρίνεια των 
δεδομένων περίθλασης (166). 
3.13 Κρυσταλλογραφία Συγγένειας 
Οι μέχρι τώρα ‘παραδοσιακές’ τεχνικές που χρησιμοποιούνταν για τον καθαρισμό 
των εκχυλισμάτων διαφόρων μιγμάτων ήταν αρκετά χρονοβόρες, καθώς και πολλές 
φορές ανεπαρκείς στην απομόνωση ενώσεων που έχουν ισχυρή βιοδραστικότητα 
αλλά δεν βρίσκονται σε αφθονία ή δεν είναι αρκετά σταθερές.  
 Η κρυσταλλογραφία μέχρι σήμερα είχε χρησιμοποιηθεί προκειμένου να προσδιο-
ριστούν τα χαρακτηριστικά της πρόσδεσης συνθετικών ενώσεων σε ένα συγκεκρι-
μένο φαρμακευτικό στόχο ή στον προσδιορισμό της διαμόρφωσης απομονωμένων 
ενώσεων απο φυσικά εκχυλίσματα, ή στην κατανόηση του μηχανισμού δράσης ενός 
συγκεκριμένου προσδέτη. Η ανάπτυξη μιας νέας τεχνικής, της «κρυσταλλογραφίας 
συγγένειας», δίνει διαφορετικές προοποτικές στις μελέτες σύνδεσης, ανοίγοντας 
νέους ορίζοντες οι οποίοι θα αποτελέσουν σταθμό στην εξέλιξη της ανακάλυψης 
νέων προσδετών και σε συνδυασμό με άλλες τεχνικές όπως η κρυστάλλωση πρωτεϊ-
νών μέσω διαφόρων συσκευών (ρομπότ κρυστάλλωσης), θα εκτινάξουν τα αποτε-
λέσματα των μελετών σύνδεσης διαφόρων αναστολέων. Μέσω αυτής της τεχνικής 
είναι δυνατή η άμεση αναγνώριση της πιο βιοδραστικής ένωσης από ένα σύνθετο 
μίγμα φυσικών ή μη ενώσεων (172).  
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Στη μέθοδο της κρυσταλλογραφίας συγγένειας, ο πρωτεϊνικός κρύσταλλος εμβαπτί-
ζεται σε διάλυμα του μίγματος των ενώσεων. Η πρωτεΐνη στον κρύσταλλο προσδέ-
νει την ένωση με την μεγαλύτερη αγχιστεία για το κέντρο σύνδεσης. Στη συνέχεια 
συλλέγονται κρυσταλλογραφικά δεδομένα περίθλασης ακτίνων Χ και αναλύονται. 
Από την ανάλυση της δομής προκύπτει ηλεκτρονιακή πυκνότητα που αντιστοιχεί σε 
κάποια από τις ενώσεις του μίγματος, στην πρωτεϊνική δομή. Εάν υπάρχουν μόνο 
λίγοι πιθανοί προσδέτες που λαμβάνονται υπόψη και αυτοί είναι διαφορετικού 
σχήματος, τότε μπορούμε με αξιοπιστία να βρούμε τον καλύτερο βάσει σχήματος 
προσδέτη και σχήματος ηλεκτρονιακής πυκνότητας. Στην περίπτωση όμως που υ-
πάρχουν αρκετές παρόμοιες χημικές ενώσεις η σχέση ηλεκτρονιακής πυκνότητας 
και τρισδιάστατης δομή της ένωσης θα πρέπει να ποσοτικοποιήθει. Το μέτρο της 
σχέσης μεταξύ της ηλεκτρονιακής πυκνότητας και των δομών των διαφόρων ενώ-




Το παραπάνω αποτελέσματα μας επιτρέπει τη δημιουργία μιας λίστας όλων των 
ενώσεων του μίγματος. Για να γίνει πιο εύκολη η ερμηνεία του Ζ-score για μια συ-
γκεκριμένη πρωτεΐνη, η κάθε συγκεκριμένη τιμή εμφανίζεται σε μια γραφική παρά-
σταση. Το πρώτο κριτήριο αποκλεισμού ενός συνδέτη είναι η ύπαρξη μη επιθυμη-
τών αλληλεπιδράσεων μεταξύ πρωτεΐνης-προσδέτη.  Στη συνέχεια γίνεται αξιολό-
γηση και κατάταξη ενός προσδέτη και της προσαρμογής αυτού στην ηλεκτρονιακή 
πυκνότητα.  
Συνοψίζοντας, η κρυσταλλογραφία συγγένειας είναι μια πολλά υποσχόμενη μέθο-
δος αφενός λόγω της εξοικονόμησης χρόνου (δεν απαιτείται η απομόνωση ενώσε-
ων), και αφετέρου λόγω της δυνατότητας που δίνει για την ταυτοποίηση  προσδε-
τών με υψηλή συγγένεια πρόσδεσης οι οποίοι βρίσκονται σε μικρές ποσότητες  σε 
ένα μίγμα (172). 
3.14 Έλεγχος του δομικού μοντέλου-Διάγραμμα Ramachandran 
Ύστερα από τη βελτιστοποίηση του δομικού μοντέλου, απαιτείται ο έλεγχος του δο-
μικού μοντέλου με σκοπό την αποφυγή λαθών στην ερμηνεία των αποτελεσμάτων. 
Είναι απαραίτητο τα μόρια που συμμετέχουν να έχουν συγκεκριμένα γεωμετρικά 
και στερεοχημικά χαρακτηριστικά (όπως γωνίες, μήκη δεσμών, πεπτιδικοί δεσμοί, 
κτλ) που δεν πρέπει να αποκλίνουν από τα όρια. Ο N. G. Ramachandran, διαπίστωσε 
ότι πολλοί συνδυασμοί φ και ψ γωνιών δεν είναι δυνατοί λόγω των στερικών συ-
γκρούσεων μεταξύ των ατόμων. Έτσι με  το διάγραμμα Ramachandran προκύπτουν 
κάποιες τιμές που μπορούν να τοποθετηθούν σε ένα  δισδιάστατο σχήμα. Τα τρία 
τέταρτα των πιθανών συνδυασμών των γωνιών φ και ψ είναι αδύνατο να πραγμα-
τοποιηθούν διότι δημιουργούνται τοπικές στερικές συγκρούσεις. Ο στερικός απο-
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κλεισμός, δηλαδή το γεγονός ότι δύο άτομα δεν μπορούν να είναι στο ίδιο σημείο 
συγχρόνως, μπορεί να είναι σημαντικότατος κανόνας οργάνωσης της δομής πρωτεϊ-
νών. Στην περίπτωση που εξαχθεί το διάγραμμα για κάποιο μοντέλο πρέπει όλα τα 
κατάλοιπα να βρίσκονται σε περιοχές που είναι επιτρεπτές, διαφορετικά το μοντέλο 
πρέπει να επανεξεταστεί για τα κατάλοιπα που παρουσιάζουν λανθασμένη στερεο-
χημεία (Εικόνα 39) (166). 
 
Εικόνα 39: Ένα διάγραμμα Ramachandran που δείχνει τις γωνίες φ και ψ. Οι τιμές φ και ψ είναι 
περιορισμένες λόγω των συγκρούσεων μεταξύ των ατόμων. Οι επιτρεπτές τιμές φ και ψ φαίνονται 
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Αντικείμενο μελέτης  
Σκοπός της διδακτορικής διατριβής είναι η μελέτη σχέσης, δομής και λειτουργίας 
δύο ενζύμων με κεντρικό ρυθμιστικό ρόλο στη μεταβολική πορεία της γλυκογονό-
λυσης, της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου (GP) και της κινάσης της φωσφορυλά-
σης του γλυκογόνου (PhK). Ως απόκριση νευρικών και ορμονικών ερεθισμάτων το 
μονοπάτι της γλυκογονόλυσης καταλήγει στην ενεργοποίηση της GP από την PhK. 
Οι υπάρχουσες προκλινικές ενδείξεις υποδηλώνουν ότι η αναστολή των ενζύμων 
αυτών αποτελεί υποσχόμενη προσέγγιση για την επίτευξη της ελάττωσης της συ-
γκέντρωσης γλυκόζης στο αίμα ασθενών με ΣΔ2 (111, 175).  
Σχετικά με το ένζυμο της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου βασικός στόχος είναι η 
αξιοποίηση των αποτελεσμάτων για την ανακάλυψη βιοδραστικών μορίων που θα 
επιτυγχάνουν τον έλεγχο του μεταβολικού μονοπατιού της γλυκογονόλυσης, ώστε 
αυτά να χρησιμοποιηθούν ως εν δυνάμει φαρμακευτικά σκευάσματα για την αντι-
μετώπιση του ΣΔ2. Τέτοιοι παράγοντες θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν σε συν-
δυασμό με τις υπάρχουσες αντιδιαβητικές φαρμακευτικές αγωγές, όταν είναι απα-
ραίτητη η ενίσχυση της καταστολής των επιπέδων γλυκόζης του αίματος είτε η χρή-
ση χαμηλότερων συγκεντρώσεων των συγκεκριμένων φαρμάκων για τον περιορι-
σμό των παρενεργειών τους. Στόχος της διατριβής ήταν η αποτίμηση πολυφαινολι-
κών εκχυλισμάτων από φυτικές πηγές και ο προσδιορισμός των πλέον βιοδραστι-
κών μορίων στα εκχυλίσματα αυτά. Τα αποτελέσματα των μελετών θα προσφέρουν 
το πρώτο σημαντικό βήμα για την χρήση των συγκεκριμένων φυτικών εκχυλισμάτων 
στην παραγωγή βιοδραστικών τροφίμων για τους ασθενείς με ΣΔ2. Επιπροσθέτως, 
μελέτες σε κυτταρικά και ζωικά μοντέλα έδειξαν ότι η αναστολή της ηπατικής κινά-
σης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου παρεμποδίζει τη γλυκογονόλυση και αυξά-
νει τη γλυκονεογένεση καθιστώντας την ως νέο στόχο για την ανάπτυξη αντι-
υπεργλυκαιμικών ενώσεων (176, 177). 
Παρά το γεγονός ότι τις τελευταίες δεκαετίες συνδυασμός δομικών και βιοχημικών 
μελετών οδήγησαν στη κατανόηση των βιοχημικών μετασχηματισμών των βασικών 
ενζύμων του γλυκολυτικού μονοπατιού, η γνώση του μηχανισμού ρύθμισης της PhK 
είναι ελλειμματική (96). Ο μηχανισμός μέσω του οποίου οι ρυθμιστικές υπομονάδες 
α, β και δ εμπλέκονται στην αναστολή ή την ενεργοποίηση του ενζύμου δεν έχει α-
κόμη αποσαφηνιστεί. 
Μελέτες έδειξαν ότι οι παρανοηματικές μεταλλάξεις και μικρές απαλείψεις σε γονί-
δια της PhK συγκεντρώνονται σε δύο περιοχές των υπομονάδων α και β (123, 124, 
178). Μεταλλάξεις του γονιδίου της PHKG2 είναι υπεύθυνες επίσης, για την πιο κοι-
νή φυλοσύνδετη ανεπάρκεια της ηπατικής PhK (γλυκογονιάση XLG) (124). Η έλλειψη 
δομικών πληροφοριών των επιμέρους υπομονάδων της PhK καθιστούν αδύνατη τη 
συσχέτιση μεταλλάξεων που συνδέονται με τις γλυκογονιάσεις, καθώς και την απο-
κάλυψη της μοριακής βάσης ρύθμισης της δράσης της. Απολύτως βασικό βήμα για 
την επίτευξη του σκοπού της διατριβής αποτέλεσε η παραγωγή σημαντικών ποσο-
τήτων από τις πρωτεΐνες [hmPHKA: ανθρώπινη μυϊκή υπομονάδα α και τη hlPhKγ: 
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δραστική καταλυτική υπομονάδα γ (επικράτεια κινάσης 1-298)] για περαιτέρω δο-
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
Αντιδραστήρια 
Acetic Acid Merck  
Acrylamide  SERVA  
Activated Charcoal SIGMA 
a-D-Glucose 1-phosphate dipotassium salt hy-
drate (G1P) 
SIGMA 
Adenosine 5΄-monophosphate monohydrate SIGMA 
Adenosine 5΄-triphosphate disodium salt hydrate SIGMA 
Agarose SIGMA 
Ammonia Solution 25% Merck 
Ammonium molybdate  SIGMA 
Ammonium Persulfate (APS) SIGMA 
Ammonium sulfate CHEM-LAB 
Ampicillin  SERVA 
β-Glycerol phosphate disodium salt pentahydrate SIGMA 
β-Mercaptoethanol SIGMA 
BES SIGMA 
Bis Acrylamide SERVA 
Bovine Serum Albumin (BSA) SIGMA 
Bradford protein assay 5X Bio-Rad 
Bromophenol Blue Research organics 
Calcium Chloride dehydrate Merck 
Chaperone Plasmid Set TaKaRa 
Chloroamphenicol SIGMA 
Cloning primers for hmPHKa (Forward, Reverse) VBC Biotech 
Coomassie Brilliant Blue R-250 Fluka 
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) Applichem 
diPotassium Hydrogen Phosphate Panreac 
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diSodium Hydrogen Phosphate Merck 
Dithiothreitol (DTT) SERVA 
DNA Ladder RTU (1Kb) - Ready to use Nippon Genetics 
EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) Panreac 
Ethanol Absolute SIGMA 
Glycerol Panreac 
Glycine SERVA 
Glycogen from oyster type II SIGMA 
Hepes SERVA 
Hexylene Glycol (MPD) SIGMA 
Hydrocloric Acid (HCl) Merck 
Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside(IPTG) SERVA 
Imidazole Bio Ultra SIGMA 
Inosine Monophosphate (IMP) SIGMA 
JBScreen Basic (1-4) Jena Bioscience 
JBScreen Kinase (1-4) Jena Bioscience 
Kanamycin monosulphate Applichem 
L-Arabinose Applichem 
L-Ascorbic Acid SIGMA 
L- Glutathione reduced (GSH) Biochemica SERVA 
LB Agar SERVA 
LB Broth Applichem 
Magnesium Acetate tetrahydrate Applichem 
Magnesium chloride Hexahydrate (MgCl2•6H2O) Alfa Aesar 
Manganese (II) Chloride SIGMA 
Methanol Applichem 
MilliQ-H2O MilliQ 
Molecular Dimensions kits Structure Screen I&II Molecular Dimensions 
MTG (3-Mercapto-1,2-propanediol) SIGMA 
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up MACHEREY-NAGEL 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 100 
 
NucleoSpin® Plasmid kit MACHEREY-NAGEL 
Pink prestained protein marker  Nippon Genetics 
PMSF (phenylmethanesulfonylfluoride) Applichem 
Polyethylene Glycol (PEG) 3350 SIGMA 
Polyethylene Glycol (PEG) 4000 FLUKA 
Polyethylene Glycol (PEG) 6000 SIGMA 
Polyethylene Glycol (PEG) 8000 SIGMA 
Potassium bicarbonate Merck 
Potassium Chloride (KCl) Merck 
Potassium diHydrogen Phosphate Merck 
Protease inhibitor cocktail tablets, EDTA-free Roche 
Pyridoxine SIGMA 
SDS (Sodium dodecyl Sulfate) SERVA 
Sodium Acetate Merck 
Sodium Azide Riedel de Haën 
Sodium Carbonate anhydrous SDS 
Sodium Chloride (NaCl) Applichem 
Sodium Citrate Applichem 
Sodium diHydrogen Phosphate Merck 
Sodium Hydroxide (NaOH) Merck 
Spermine SIGMA 
TEMED (N,N,Ν΄,Ν΄-tetramethylethylenediamine) ΜERCK 
Tetracycline SIGMA 
Tris  SERVA 
Triton X-100 Merck 
Tween-20 SIGMA 
Tryptone SIGMA 
Tween- 20 Biochemica 
Urea SERVA 
Zinc acetate  SIGMA 
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Yeast extract SERVA 
Υλικά 
CrystalClear Sealing Tape (2 Inch wide) Hampton Re-
search 
Disposable Serological Pipette sterile 10 mL, 5 mL, 
2 mL 
CORNING 
Falcons (50 mL, 15 mL) CORNING 
GE Bayer Silicone Grease Jena Biosci-
ence 
Mark-tubes made of Specialglass WJM-Glas / 
Müller Gmbh 
Membrane dialysis tubing 10000 cutoff SIGMA 
Micro Tubes (1.5 mL) AHN Bio-
tehnologie 
GmbH 
Minisart filters 0.45 μm    Sartorius 
Minisart filters 0.2 μm  Sartorius 
Mounted LithoLoops Molecular Di-
mensions 
Siliconized Glass Circle Cover Slides, 22 mm Hampton Re-
search 
Tips (0.1-10 μL, 10-200 μL, 200-1000 μL) Gilson 
Vivaspin centrifugal concentrators 10000, 50000, 
100000 MWCO 
Sartorius 
24 well crystallization plates, sitting – hanging Hampton Re-
search  
96 well crystallization plates, sitting x 2 drops Douglas In-
struments 
Κυψελίδα χαλαζία Hellma Ana-
lytics 
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Phusion HiFi DNA polymerase Thermo 
Lysozyme Applichem 
T4 DNA ligase  NEW ENG-
LAND BioLabs 





NcoI-HF  NEW ENG-
LAND BioLabs 
ΝΕBuffer 4 NEW ENG-
LAND BioLabs 






rmPhK-γ-trnc in pGEX-6p-1   GE HealthCare 
Βακτηριακά στελέχη 
BL21- Gold (DE3) Agilent Tech-
nologies 
Β834-plyss (DE3) Novagen 
XL1 Blue Agilent Tech-
nologies 
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Resource Q  GE Healthcare 
His-Trap (Ni2+ Sepharose) υψηλής απόδοσης (HP) GE Healthcare 
Protino GST 4B agarose Macherey-
Nagel 
HiTrap Blue Sepharose υψηλής απόδοσης (Ci-
bacron Blue F3GA) 
GE Healthcare 
Όργανα 
ÄΚΤΑ purifier (FPLC system) GE Healthcare 
Life Sciences 
Mastercycler gradient (for PCR) Eppendorf 
Robot OryxNano Douglas In-
struments Ltd 
Ultrasonic processor UP400S (400 W, 24kHz)  
UV-1600 PC Spectrophotometer VWR 
WiseStir HS-30E homogenizing stirrer  
Αναλυτικός ζυγός  Kern & Sohn 
GmbH  
Αυτόματες πιπέτες Gilson, Eppedorf, 
Labmate 
Κάθετη συσκευή ηλεκτροφόρησης BioRad 
Μετρητής pH Metrohm 
Στερεοσκόπιο Olympus TL2 
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4.1 Ποσοτικός Προσδιορισμός Πρωτεϊνών   
4.1.1 Φασματομετρικός προσδιορισμός σε μήκος κύματος  280 nm 
Τα κατάλοιπα τρυπτοφάνης και τυροσίνης των πρωτεϊνών, επιδεικνύουν μια απορ-
ρόφηση στο υπεριώδες περίπου σε μήκος κύματος 280 nm. Λόγω του ότι η συνδυα-
σμένη ποσότητα των 2 αμινοξέων είναι σχετικά σταθερή στις πρωτεΐνες, η συγκέ-
ντρωση της σε καθαρό διάλυμα σε μήκος κύματος 280 nm, είναι γενικά ανάλογη με 
την απορρόφηση και συνδέεται με τον τύπο Beer-Lambert: 
A=e*b*C  
όπου:  
Α είναι η απορρόφηση, 
e είναι ο συντελεστής απορρόφησης (M-1 cm-1), 
b είναι η οπτική διαδρομή της κυψελίδας (cm) και 
C είναι η συγκέντρωση του ενζύμου για το δείγμα της απορρόφησης 
Με αυτόν τον τρόπο έγινε ο προσδιορισμός των συγκεντρώσεων των καθαρών 
δειγμάτων πρωτεΐνης στην παρούσα διατριβή (179). 
4.1.2. Ποσοτικοποίηση πρωτεϊνών μέσω της μεθόδου Bradford 
Η μέθοδος Bradford χρησιμοποιείται γενικά ως μέθοδος προσδιορισμού της συγκέ-
ντρωσης. Αποτελεί μια χρωματική μέθοδος βασισμένη στο εύρος των απορροφή-
σεων της χρωστικής Coomassie Briliant Blue G-250. Σε όξινες συνθήκες η χρωστική 
αντιδρά με τα αμινοξέα των πρωτεϊνών, και αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουρ-
γία ενός σταθερού χρωμοφόρου συμπλόκου πρωτεΐνης-χρωστικής. Αυτή η δέσμευ-
ση σταθεροποιεί τη μπλε ανιονική μορφή της χρωστικής Commassie, ενώ το δημι-
ουργηθέν σύμπλοκο εμφανίζει μέγιστη απορρόφηση σε μήκος κύματος 595 nm. 
Χρησιμοποιείται ένα δείγμα ως μάρτυρας όπου και γίνεται ο μηδενισμός στο συ-
γκεκριμένο μήκος κύματος, ενώ οποιαδήποτε αύξηση της οπτικής απορρόφησης 
συνεπάγεται με αύξηση της περιεκτικότητας του δείγματος σε πρωτεΐνη. Πριν τη 
διαδικασία είναι απαραίτητη η δημιουργία μιας πρότυπης καμπύλης χρησιμοποιώ-
ντας μια σειρά προτύπων διαλυμάτων πρωτεΐνης γνωστής συγκεντρώσεως (συνή-
θως BSA ή Lysozyme) (180). 
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Σε όγκο 20 μL από το εκάστοτε πρότυπο δείγμα προστίθενται 780 μL απιοντισμένου 
ύδατος και 200 μL αντιδραστηρίου Bradford 5x. Στα διαλύματα πραγματοποιείται 
έντονη ανάδευση (Vortex) και στη συνέχεια επώαση (στο σκοτάδι) για 10 λεπτά σε 
θερμοκρασία δωματίου. Τέλος, ακολουθεί η φασματοφωτομέτρηση σε μήκος κύμα-
τος 595 nm και υπολογισμός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών με βάση την πρότυ-
πη καμπύλη. 
4.2 Πειραματική διαδικασία απομόνωσης και καθαρισμού της μυϊκής φωσφορυ-
λάσης του γλυκογόνου από σκελετικούς μύες κονίκλων (rmGPb), υπολογισμός της 
σταθεράς Michaelis-Menten (Km), κινητικές και κρυσταλλογραφικές μελέτες εκχυ-
λισμάτων-αναστολέων. 
4.2.1 Απομόνωση φωσφορυλάσης του γλυκογόνου από σκελετικούς μυς κονίκλων 
(rmGPb) 
Η απομόνωση της GP από σκελετικούς μύες κονίκλων έγινε με τροποποίηση της με-
θόδου Fisher & Krebs. Αντί L-κυστεΐνης χρησιμοποιείται 2-μερκαπτο-αιθανόλη σε 
όλα τα στάδια της πορείας του καθαρισμού (181).  
ΥΛΙΚΑ:  
3 αρσενικοί κόνικλοι ποικιλίας Oryctolagus cunicullus  
Διάλυμα οξικού οξέος CH3COOH 1Ν  
Ρυθμιστικό διάλυμα αραίωσης ενζύμου, 50:50:1, pH 6,8 (50 mM β-
φωσφογλυκερόλης, 50 mM 2-μερκαπτοαιθανόλης, 1 mM EDTA,  
0.5mM διθειοθρεϊτόλης) 
Κεκορεσμένο διάλυμα KHCO3 
Διάλυμα κορεσμού 90 % (NH4)2SO4  
Μεμβράνες διαπίδυσης Διάλυμα 0.3 M  2-μερκαπτοαιθανόλης pH 7,0 
Διάλυμα EDTA (αιθυλενο-διαμινο-τετραοξικού οξέος) 0.1 M, pH ,.0 
Ρυθμιστικό διάλυμα Tris/HCl 0.001Μ (pH 7,5) 
Διάλυμα Tris 2.0 M Διάλυμα AMP (5’-φωσφορικής αδενοσίνης) 0.1M, pH7,0 





Α. Παραλαβή του μυϊκού εκχυλίσματος: 
Ο μυϊκός ιστός λαμβάνεται από τα πίσω άκρα καθώς και από τους ραχιαίους μυς 
κοντά στη σπονδυλική στήλη από τους τρεις αρσενικούς κονίκλους και τοποθε-
τείται αμέσως σε πάγο. 
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Ακολουθεί ομογενοποίηση του ιστού μηχανικά, ζύγισμα και επανατοποθέτηση 
σε πάγο μέχρι να ολοκληρωθεί η άλεση όλου του ιστού.  
Ο ομογενοποιημένος ιστός εκχυλίζεται με απιονισμένο ύδωρ 3 φορές σε θερμο-
κρασία περιβάλλοντος σύμφωνα με την ακόλουθη διαδικασία.  
Ο συνολικός χρόνος εκχύλισης δε πρέπει να ξεπεράσει τα 30 λεπτά.  
Εκχύλιση 1η (10 λεπτά)  
Ομογενοποιημένος ιστός + ίσος όγκος απιονισμένου ύδατος επί 8 λε-
πτά 
Διήθηση μέσω διπλής γάζας 
Συλλογή του εκχυλίσματος εν ψυχρώ 
Εκχύλιση 2η (10 λεπτά)  
Ομογενοποιημένος ιστός από την 1η εκχύλιση + ίσος όγκος απιονι-
σμένου ύδατος επί 8 λεπτά 
Διήθηση μέσω διπλής γάζας 
Συλλογή του εκχυλίσματος εν ψυχρώ 
Εκχύλιση 3η (10 λεπτά)  
Ομογενοποιημένος ιστός από την 2η εκχύλιση + μίσος όγκος απιονι-
σμένου ύδατος επί 8 λεπτά 
Διήθηση μέσω διπλής γάζας 
Συλλογή του εκχυλίσματος εν ψυχρώ 
 
Το εκχύλισμα διηθείται μέσω υαλοβάμβακα για την απομάκρυνση αιωρούμε-
νων σωματιδίων και λιπών. 
 
Β.  Καταβύθιση πρωτεϊνών σε όξινο περιβάλλον: 
5. Ρύθμιση του pH του ψυχρού εκχυλίσματος σε τιμή 5,1 – 5,2 με προσθήκη 1 Ν 
CH3COOH υπό ελαφρά ανάδευση (το εκχύλισμα δεν χρειάζεται να βρίσκεται σε πά-
γο κατά τη ρύθμιση του pH). Η θολερότητα του εκχυλίσματος αυξάνεται κατά τη 
ρύθμιση του pH εξαιτίας της κατακρήμνισης διάφορων πρωτεϊνών.  
6. Το εκχύλισμα αφήνεται σε πάγο για 5 λεπτά και ύστερα τοποθετείται σε σωλήνες 
φυγοκέντρησης ισοζυγίζεται και τοποθετείται στη φυγόκεντρο  
7. Πραγματοποιείται απομάκρυνση των πρωτεϊνών που καταβυθίστηκαν μέσω φυ-
γοκέντρησης σε θερμοκρασία 0 – 4 °C σε 4.225 g επί 30 λεπτά.  
8. Διήθηση του υπερκείμενου υγρού με τη βοήθεια αντλίας κενού σε χωνί Buchner 
εν ψυχρώ για την απομάκρυνση υπολειμμάτων αιωρούμενου υλικού. Η συσκευή 
διήθησης αποτελείται από χωνί Buchner, κωνική φιάλη δύο λίτρων η οποία πρέπει 
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να βρίσκεται μέσα σε μία λεκάνη με πάγο καθ’ όλη τη διάρκεια της διήθησης, λα-
στιχάκι συνδεδεμένο με την αντλία κενού και χάρτινα φίλτρα διαμέτρου 18,5 cm.  
9. Ρύθμιση του pH σε 6,8 για το συνολικό όγκο του πρωτεϊνικού διαλύματος (ισοη-
λεκτρικό σημείο της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου) με τη χρήση του κεκορεσμέ-
νου διαλύματος KHCO3. 
Γ. Καταβύθιση του ενζύμου με θειικό αμμώνιο (90 % κορεσμός): 
10. Απαιτούμενος όγκος διαλύματος θειικού αμμωνίου = 0,837 Χ όγκος εκχυλίσμα-
τος 
11. Ρύθμιση του pH του διαλύματος του θειικού αμμωνίου σε 6,8 με την προσθήκη 
μερικών σταγόνων πυκνής αμμωνίας (NH4OH). Ο έλεγχος του pH γίνεται με πεχαμε-
τρικό χαρτί και η ρύθμιση στον απαγωγό. 
12. Το διάλυμα του θειικού αμμωνίου προστίθεται στο πρωτεϊνικό διάλυμα αργά 
και υπό συνεχή ανάδευση 
13. Το μίγμα αφήνεται στον ψυκτικό θάλαμο για 24 ώρες 
14. 20 λίτρα απιονισμένου ύδατος ψύχονται στο ψυκτικό θάλαμο για την παρα-
σκευή του διαλύματος διαπίδυσης την επόμενη ημέρα.  
Ημέρα 2η. 
Μετά την καταβύθιση με θειικό αμμώνιο έχουν σχηματιστεί δύο φάσεις 
1. Ο μεγαλύτερος όγκος του υπερκείμενου διαλύματος αποχύνεται με τη χρήση α-
ντλίας. 
2. Το ίζημα συλλέγεται με φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία 0 – 4 °C σε 5.110 g επί 40 
λεπτά με τη χρήση της μεγάλης κεφαλής. 
3. Μετά τη φυγοκέντρηση το υπερκείμενο διάλυμα αποχύνεται και το ίζημα διαλυ-
τοποιείται στον ελάχιστο δυνατό όγκο απιονισμένου ύδατος σε θερμοκρασία δωμα-
τίου.  
4. Προετοιμασία ρυθμιστικού διαλύματος Tris/HCl 1 mΜ pH 7,5 όγκου 2 λίτρων.  
10 mL διαλύματος Tris 2 Μ αραιώνονται με απιονισμένο ύδωρ σε όγκο 400 mL (συ-
γκέντρωση περίπου 50 mM). To pH του διαλύματος ρυθμίζεται στη τιμή 7,5 με τη 
χρήση διαλύματος 1 Ν HCl. Το διάλυμα που προκύπτει αραιώνεται, σε τελικό όγκο 
20 Lt με τη χρησιμοποίηση του απιονισμένου ύδατος που έχει ψυχθεί. 
5. Οι μεμβράνες διαπίδυσης πλένονται με απιονισμένο ύδωρ για την απομάκρυνση 
του αιθανολικού διαλύματος στο οποίο φυλάσσονται.  
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6. Το διαλυτοποιημένο πρωτεϊνικό διάλυμα τοποθετείται σε σακουλάκια διαπίδυ-
σης τα οποία εμβαπτίζονται σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris/HCl 1 mΜ, pH 7,5 στον ψυ-
κτικό θάλαμο για μία νύκτα. 
Ημέρα 3η 
A. Θερμική κατεργασία σε υψηλό pH 
1. Συλλογή του πρωτεϊνικού διαλύματος μετά τη διαπίδυση σε ογκομετρικό κύλιν-
δρο. 
2. Διαύγαση του πρωτεϊνικού διαλύματος με φυγοκέντρηση στις 34.540 g για 15 λε-
πτά (0 – 4 °C) με χρήση της μικρής κεφαλής. 
3. Ογκομέτρηση του υπερκείμενου υγρού.  
4. Προσθήκη πρόσφατου διαλύματος 0.3 M 2-μερκαπτοαιθανόλης pH 7,0 σύμφωνα 
με τον τύπο: 
Όγκος  0.3 M 2-μερκαπτοαιθανόλης = πρωτεϊνικός όγκος Χ 3/27 
5. Προσθήκη διαλύματος EDTA 0.1 M, pH 7,0 σύμφωνα με τον τύπο: 
Όγκος EDTA 0.1 M = πρωτεϊνικός όγκος μετά την προσθήκη του διαλύματος 0.3 M 2-
μερκαπτοαιθανόλης 
6. Προσθήκη διαλύματος 2 M Tris ώστε το pH του πρωτεϊνικού διαλύματος να γίνει 
8.8. Η προσθήκη γίνεται αργά και υπό ανάδευση, ενώ η τιμή του pH παρακολουθεί-
ται με πεχάμετρο. 
7. Επώαση του μίγματος σε θερμοκρασία 37 °C επί 1 ώρα με ταυτόχρονη ανάδευση 
ανά τακτά χρονικά διαστήματα 
8. Το μίγμα αφήνεται να ψυχθεί σε θερμοκρασία δωματίου (περίπου 10-15 λεπτά) 
και το pH ρυθμίζεται σε τιμή 7,0 με τη χρήση διαλύματος CH3COOH 1 N 
9. Διαύγαση του διαλύματος με φυγοκέντρηση σε 34.540 g επί 10 λεπτά (25-30 °C)  
Β. Κρυστάλλωση και ανακρυστάλλωση της φωσφορυλάσης β 
10. Το υπερκείμενο ενζυμικό διάλυμα μετά τη φυγοκέντρηση ογκομετρείται 
11. Προθήκη διαλύματος AMP 0.1 M, pH 7,0 στο υπερκείμενο σύμφωνα με τον τύ-
πο: 
Όγκος AMP 0.1 M, pH 7,0 = πρωτεϊνικός όγκος Χ 1/100 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 109 
 
12. Προσθήκη διαλύματος (CH3COO)2Mg, pH 7,0 στο υπερκείμενο υγρό σύμφωνα με 
τον τύπο: 
Όγκος (CH3COO)2Mg, pH 7,0 =  πρωτεϊνικός όγκος Χ 1/100 
13. Το διάλυμα τοποθετείται σε σωλήνες φυγοκέντρησης, ισοζυγίζεται και αφήνεται 
σε πάγο στον ψυκτικό θάλαμο για μία νύκτα για να κρυσταλλωθεί. 
Ημέρα 4η 
1. Οι κρύσταλλοι της φωσφορυλάσης συλλέγονται με φυγοκέντρηση για 10 λεπτά 
στις 28.710 g σε θερμοκρασία 0 – 4 °C  
2.  Η θερμοκρασία της φυγοκέντρου επαναφέρεται σε θερμοκρασία 25-30 °C 
3. Το κρυσταλλικό ίζημα διαλυτοποιείται στον ελάχιστο δυνατό όγκο ρυθμιστικού 
διαλύματος 50:50:1 pH 6,8 σε θερμοκρασία 30 °C εντός του υδατόλουτρου.  
4. Ακολουθεί διαύγαση του διαλύματος με φυγοκέντρηση σε 28.710 g επί 10 λεπτά 
(25-30 °C). 
5. Το υπερκείμενο ενζυμικό υγρό ογκομετρείται 
6. Προσθήκη διαλύματος AMP 0.1 M, pH 7,0 στο υπερκείμενο υγρό σύμφωνα με τον 
τύπο: 
Όγκος AMP 0.1 M, pH 7,0 = πρωτεϊνικός όγκος Χ 1/100 
7. Προσθήκη διαλύματος (CH3COO)2Mg, pH 7,0 στο υπερκείμενο υγρό σύμφωνα με 
τον τύπο: 
Όγκος (CH3COO)2Mg, pH 7,0 =  πρωτεϊνικός όγκος Χ 1/100 
8. Το διάλυμα που προκύπτει τοποθετείται σε σωλήνες φυγοκέντρησης, ισοζυγίζε-
ται και αφήνεται σε πάγο στον ψυκτικό θάλαμο για 3-4 hrs. 
Η παραπάνω διαδικασία (1η ανακρυστάλλωση) επαναλαμβάνεται ακριβώς με ίδιο 
τρόπο ύστερα από 3-4 ώρες και έτσι λαμβάνει χώρα η 2η ανακρυστάλλωση και το 
μίγμα αφήνεται για μία νύκτα στον ψυκτικό θάλαμο. 
Ημέρα 5η 
1. Επαναλαμβάνεται η διαδικασία της ανακρυστάλλωσης όπως διεξήχθη την 4η η-
μέρα (1η ανακρυστάλλωση) και έτσι λαμβάνει χώρα η 3η ανακρυστάλλωση. 
2. Επανάληψη της προηγούμενης διαδικασίας (1η ανακρυστάλλωση) για δύο ακόμα 
φορές χωρίς όμως την προσθήκη ΑΜΡ και (CH3COO)2Mg. 
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3. Στο τελικό ενζυμικό διάλυμα προσδιορίζεται φωτομετρικά η συγκέντρωση της 
φωσφορυλάσης b ως ακολούθως: 10 L ενζυμικού δείγματος αραιώνεται σε 2500 
L ρυθμιστικού διαλύματος 50:50:1 και φωτομέτρηση σε μήκος κύματος 280 nm. Η 
συγκέντρωση του ενζυμικού διαλύματος προσδιορίζεται από τη σχέση: 
(OD280/1.32) X (2510/10) = [GPb], mg/mL 
Ο συντελεστής μοριακής απορρόφησης (ε) για την rmGPb ισούται με 1.32. 
4. Το ενζυμικό διάλυμα ογκομετρείται, προστίθεται ίσος όγκος γλυκερόλης και φυ-
λάσσεται σε θερμοκρασία -20°C. 
4.2.2 Καθαρισμός γλυκογόνου από νουκλεοτίδια για περαιτέρω χρήση στις κινη-
τικές μελέτες 
45 g γλυκογόνου (Glycogen for oyster Type II) διαλύονται σε 900 mL απιονισμένου 
νερού υπό συνεχή ανάδευση με γυάλινη ράβδο. Στη συνέχεια προστίθενται 2g 
ζωάνθρακα και ακολουθεί ανάδευση για 10 λεπτά. Το διάλυμα φυγοκεντρείται στις 
4225 g, θερμοκρασία 8 οC για 10 λεπτά. Ακολουθεί η ίδια διαδικασία επεξεργασίας 
με ζωάνθρακα για άλλες δύο φορές. Μετά το πέρας της διαδικασίας το υπερκείμενο 
διάλυμα φιλτράρεται σε συσκευή διήθησης υπό κενό. Το διήθημα τοποθετείται σε 
πάγο, προστίθενται 1.5 όγκος απόλυτης αιθανόλης (όγκος αιθανόλης = όγκος δια-
λύματος γλυκογόνου × 1.5) και αφήνεται στο πάγο για 15 λεπτά. Στη συνέχεια το 
διάλυμα φυγοκεντρείται εκ νέου σε 4225 g, θερμοκρασία 4οC για 10 λεπτά. Το υ-
περκείμενο αποχύνεται και φιλτράρετε το ίζημα υπό κενό.  Ακολουθεί ξέπλυμα του 
ιζήματος με απόλυτη αιθανόλη. Τέλος, το ίζημα λυοφιλιοποιείται (Speedvach), ζυγί-
ζεται η ποσότητα του γλυκογόνου και προστίθενται ανάλογος όγκος απιονισμένου 
νερού ώστε να προκύψει διάλυμα 10 % w/v, ενώ αποθηκεύεται στους -20 οC. 
4.2.3 Κινητική μελέτη της μυϊκής φωσφορυλάσης του γλυκογόνου 
Η φωσφορυλάση του γλυκογόνου που απομονώθηκε από σκελετικούς μύες κονί-
κλων υποβλήθηκε σε κινητικές μελέτες με στόχο το προσδιορισμό της σταθεράς 
συγγένειας μεταξύ ενζύμου-υποστρώματος (Km, Michaelis-Menten) και της ειδικής 
δραστικότητας (specific activity). Επίσης πραγματοποιήθηκαν μελέτες προσδιορι-
σμού της IC50 και της Ki. 
4.2.3.1 Παρασκευή διαλυμάτων υποστρωμάτων 
Το υπόστρωμα στις παρούσες κινητικές μελέτες ήταν η G1P. Οι διάφορες συγκε-
ντρώσεις υποστρώματος που μελετήθηκαν βρίσκονταν σε ρυθμιστικό διάλυμα α-
ντίδρασης 2 (Assay Buffer 2) το οποίο περιέχει 270 mM KCl, 135 mM ιμιδαζόλιο, 2.7 
mM DTT, 2.7 mM EDTA και παρασκευάζεται με αραίωση του ρυθμιστικού διαλύμα-
τος αντίδρασης 1 (Assay Buffer 1) που περιέχει 400 mM KCl, 200 mM ιμιδαζόλιο, 4 
mM DTT, 4 mM EDTA. Αρχικά, παρασκευάζεται ένα πυκνό υδατικό διάλυμα G1P με 
συγκέντρωση 400 mM στο οποίο ρυθμίζεται το pH στο 6,8 και αποθηκεύεται στους -
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20 oC, αφού πρώτα διαμοιραστεί σε κλάσματα των 500 μL. Από τα 400 mM παρα-
σκευάστηκε G1P συγκέντρωσης 90 mM ως εξής (Πίνακας 13). 
 




225 μl G1P 400mM 90 mM G1P 
675 μl ρυθ. δ/μα αραίωσης 1, pH 
6,8 
Ρυθ. δ/μα αραίωσης 
2 
100 μl dH2O  
Πίνακας 13: Τρόπος παρασκευής G1P 90mM, από G1P 400mM. 
 
Οι υπόλοιπες αραιώσεις της G1P που χρησιμοποιούνται παρασκευάζονται με αραί-
ωση της G1P 90 mM χρησιμοποιώντας ρυθμιστικό διάλυμα αραίωσης 2, όπως φαί-
νεται παρακάτω (Πίνακας 14).  
G1P 90 mM 
(μl) 
Ρυθ. δ/μα αραίωσης 2 pH 
6,8 (μl) 
Συγκέντρωση της αραιωμένης 
G1P (mM) 
[G1P] mM στα 180 
μL της αντίδρασης 
25 975 2.25 0.5 
50 950 4.5 1 
75 925 6.75 1.5 
100 900 9 2 
150 850 13.5 3 
200 800 18 4 
250 750 22.5 5 
300 700 27 6 
500 500 45 10 
1000 - - 20 
Vτελ: 1000 μL 
Πίνακας 14: Οι αραιώσεις της G1P που χρησιμοποιούνται και παρασκευάζονται ύστερα από αραίω-
ση της G1P 90 mM 
 
Τα φυτικά εκχυλίσματα που μελετήθηκαν διαλυτοποιήθηκαν σε κατάλληλο όγκο 
DMSO ώστε να έχουν συγκέντρωση 10 mg/mL. Στα πειράματα η τελική συγκέντρω-
ση του DMSO πρέπει να είναι μικρότερη ή ίση του 2 % (v/v) (182). Επίσης, η Km του 
ενζύμου προσδιορίστηκε παρουσία 2 % (v/v) DMSO, ενώ ο προσδιορισμός της IC50 
έγινε σε τουλάχιστον 5 διαφορετικές συγκεντρώσεις αναστολέα.  
4.2.3.2 Φωσφορυλίωση της  rmGPb σε rmGPa  
Η φωσφορυλίωση της GP γίνεται, όπως έχουμε ήδη αναφέρει, από την rmPhKγ στη 
Ser14 της GP. Η φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης διεξάγεται παρουσία ρυθμιστικού 
διαλύματος 50 mM Tris/HCl, 50 mM Hepes, 0.5 mM CaCl2, 2 mM DTT και 10 mM 
(CH3COO)2Mg, pH 8,2. Η αντίδραση φωσφορυλίωσης διεξάγεται παρουσία 2 mM 
ATP, 10 ng/mL rmPhK-γ-trunc και 0.5 mg/mL rmGPb. Η rmPhK-γ-trunc αραιώνεται 
αρχικά σε ρυθμιστικό διάλυμα (Buffer 4x) 50 mM Tris, 50 mM Hepes, 0.5 mM CaCl2, 
2 mM DTT και 10 mM (CH3COO)2Mg, pH 8,2, παρουσία 5 mg/mL BSA και στη συνέ-
χεια προστίθεται στην αντίδραση. Επομένως, το πρωτεϊνικό διάλυμα μετά τη φω-
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σφορυλίωση περιέχει επιπλέον BSA, το οποίο προστίθενται ώστε να μην προσκολ-
λάται το ένζυμο στα τοιχώματα του σωληνάριου αντίδρασης. Η ATP προστίθεται 
τελευταία ώστε να ξεκινήσει η αντίδραση σε θερμοκρασία 30oC (υδατόλουτρο) για 4 
ώρες. Ο τερματισμός της αντίδρασης διεξάγεται με την προσθήκη του πρωτεϊνικού 
μίγματος σε πάγο. Ο όγκος της φωσφορυλίωσης ήταν τέτοιος, ώστε να φωσφορυ-
λιωθεί όλη η rmGPb και να έχει τελική συγκέντρωση 0.5 mg/mL στην αντίδραση 
φωσφορυλίωσης. 
Η επιτυχίας της φωσφορυλίωσης ελέγχεται μέσω της μέτρησης της διαφοράς που 
εμφανίζει η δραστικότητα της rmGPa παρουσία και απουσία (+/-) 1 mM AMP στη 
μέγιστη συγκέντρωση G1P (20 mM). Η προσθήκη του AMP στην ήδη ενεργή rmGPa 
οδηγεί σε μια αύξηση στη δραστικότητα του ενζύμου της τάξης του 10-20 %. Επομέ-
νως μια διαφορά έως 20 % παρουσία και απουσία AMP δηλώνει ότι η φωσφορυλί-
ωση της rmGPb ήταν επιτυχής (183). 
4.2.3.3 Υπολογισμός της σταθεράς Michaelis-Menten (Km)  
Το ενζυμικό παρασκεύασμα δημιουργείται ύστερα από αραίωση του ενζυμικού ε-
ναιωρήματος (5 μL) σε διάλυμα αραίωσης 50:50:1. Το εναιώρημα ένζυμου φωτομε-
τρείται και γίνεται υπολογισμός της περιεκτικότητας του σε ~500 μg/mL. Το ενζυμι-
κό μίγμα παρασκευάζεται σε δοκιμαστικό σωλήνα που περιέχει 25 μg/mL ενζύμου, 
0.2% (w/v) γλυκογόνο και ρυθμιστικό διάλυμα αραίωσης ένζυμου (50:50:1) 5% 
(ν/ν). Σε διαφορετικούς δοκιμαστικούς σωλήνες παρασκευάζονται επίσης τα υπό-
στρωμα της G1P  στις  συγκεντρώσεις 2, 4, 6, 10, 20 mM με προσθήκη 200 μL υπο-
στρώματος G1P 9-90mM, 18μL AMP 50mM και 502 μL Η2Ο (κατάλληλο για τέσσερα 
δείγματα).  
Το ενζυμικό μίγμα τοποθετείται στο υδατόλουτρο (30°C) προς επώαση, για 15 λεπτά 
ενώ τα υπoστρώματα για περίπου 3 λεπτά. Μετά το πέρας της επώασης, 180 μL του 
ενζυμικού μείγματος προστίθενται στο σωλήνα του υποστρώματος για να ξεκινήσει 
η αντίδραση. Οι τελικές συνθήκες όπου λαμβάνει χωρά η αντίδραση είναι οι εξής: 
5.0 μg/mL ένζυμου, 1 mM AMP, 0.2 % w/v γλυκογόνο, G1P 2-20mM. Η θερμοκρασία 
πειραματικής διαδικασίας είναι 30 °C και το pH 6,8. Ανά τακτά χρονικά διαστήματα 
(ενός λεπτού) λαμβάνονται δείγματα των 200 μL από το μίγμα της αντίδρασης και 
προστίθενται σε δοκιμαστικούς σωλήνες που περιέχουν 50 μL SDS 1% (w/v) (πα-
ρουσία απορρυπαντικού το ένζυμο αποδιατάσσεται και αδρανοποιείται). Στα δείγ-
ματα γίνεται φωτομετρικός προσδιορισμός φωσφόρου (προϊόν αντίδρασης) με τη 
μέθοδο που περιγράφεται παρακάτω. Εκτός από τα δείγματα, γίνεται προσδιορι-
σμός και σε τυφλά, όπως η G1P (λόγω της φυσικής υδρόλυσης) και του γλυκογόνου 
(λόγω της παρουσίας φωσφορικών). 
4.2.3.4 Προσδιορισμός ενζυμικής δραστικότητας  
Η ειδική δραστικότητα ορίζεται ως τα μmol υποστρώματος που καταναλώνονται ή 
προϊόντος που παράγονται ανά μονάδα χρόνου για κάθε mg πρωτεΐνης, δηλαδή 
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Η φωσφορυλάση του γλυκογόνου, όπως και προαναφέρθηκε, καταλύει την αντί-
δραση αποικοδόμησης του γλυκογόνου Glycogen(n),  προς Glycogen (n-1) και απε-
λευθέρωση 1 φωσφορικής γλυκόζης (G1P). 
 
Glycogen(n) + Pi -> Glycogen(n-1) + glucose-1-P (G1P) 
 
Στη πειραματική διαδικασία που ακολουθείται, μελετάται η αντίστροφη πορεία της 
αντίδρασης που καταλύει η φωσφορυλάση, δηλαδή της ενσωμάτωσης G1P στο μα-
κρομόριο του γλυκογόνου με ταυτόχρονη απελευθέρωση φωσφορικών ιόντων (Pi) 
τα οποία μπορούν υπό κατάλληλες συνθήκες να μετρηθούν φασματοφωτομετρικά, 
με τη δημιουργία μιας χρωμοφόρου συμπλόκου ένωσης, όπως αναλύονται παρακά-
τω. 
4.2.3.5 Προσδιορισμός φωσφόρου 
Ο προσδιορισμός του φωσφόρου γίνεται μέσω μιας ευρέως χρησιμοποιούμενης 
μεθοδού. Με ανάλογο τρόπο που συμβαίνει και σε άλλες αντιδράσεις έτσι και στη 
περίπτωση της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου, η ελευθέρωση των ορθοφωσφορι-
κών ιόντων κατά την πορεία σχηματισμού του γλυκογόνου επιτρέπει την κινητική 
μελέτη του ενζύμου. Η χρησιμότητα του προσδιορισμού του ανόργανου φωσφόρου 
οδήγησε σε μια συνεχή τροποποίηση και βελτιστοποίηση της αρχικής μεθόδου που 
προτάθηκε από τους Fiske και Subbarow (184). 
4.2.3.6 Μέθοδος ασκορβικού οξέος  
Η μέθοδος στηρίζεται στο σχηματισμό μιας έγχρωμης ετεροπολυμεταλλικής ένωσης 
που δημιουργείται σε ήπιο όξινο περιβάλλον παρουσία οξικού ψευδαργύρου και 
αναγωγής αυτής με ασκορβικό οξύ και φωτομέτρηση σε μήκος κύματος 850 nm.  
Παρασκευάζεται μίγμα διαλύματος 15 mM μολυβδαινικού αμμωνίου, 100 mM οξι-
κού ψευδαργύρου σε pH το οποίο ρυθμίζεται στη τιμή 5,0 (με πυκνό διάλυμα HCl). 
Παρασκευάζεται διάλυμα ασκορβικού οξέος 10% (w/v) σε pH το οποίο ρυθμίζεται 
στη τιμή 5,0 (με πυκνό διάλυμα NaOH). 
Αφού γίνει η προετοιμασία των δύο διαλυμάτων και η ρύθμιση του pH, αναμιγνύο-
νται το διάλυμα οξικού ψευδαργύρου/μολυβδαινικού αμμωνίου με το διάλυμα α-
σκορβικού οξέος σε αναλογία 4:1 σε αδιαφανές σκούρο δοχείο. Αφήνονται προς 
επώαση για 15 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου με στόχο το σχηματισμό μίας έγ-
χρωμης ένωσης. Ακολουθεί προσθήκη στα δείγματα ποσότητας του διαλύματος και 
επώαση σε θερμοκρασία 30 οC για άλλα 15 λεπτά σε υδατόλουτρο. Ο ανόργανος 
φώσφορος που υπάρχει σχηματίζει σύμπλοκο με το μολυβδαινικό αμμώνιο παρου-
σία ιόντων ψευδαργύρου (Zn2+) το οποίο ανάγεται από το ασκορβικό οξύ και παρά-
γεται ένα χρωμοφόρο που έχει μέγιστη απορρόφηση σε μήκος κύματος 850 nm 
(185). Με σκοπό το προσδιορισμό της ποσότητας των ορθοφωσφορικών ανιόντων 
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στο δείγμα, παρασκευάζεται ένα δείγμα αναφοράς ορθοφωσφορικών ανιόντων, 
που προσδιορίζεται η οπτική απορρόφηση,  και λειτουργεί ως πρότυπο για τον υ-
πολογισμό της ποσότητας στο άγνωστο δείγμα. 
Πειραματική Διαδικασία 
Στα δείγματα που λαμβάνονται από το κινητικό πείραμα προστίθενται 2,5mL από το 
αντιδραστήριο προσδιορισμού του φωσφόρου. Μετά τη προσθήκη πραγματοποιεί-
ται ισχυρή ανάμιξη με Vortex των δοκιμαστικών σωλήνων και τοποθέτησή τους στο 
υδατόλουτρο σε θερμοκρασία 30° C για 15 λεπτά. Ακολουθεί φωτομέτρηση σε μή-
κος κύματος 850 nm.  
4.2.3.7 Προσδιορισμός IC50 αναστολέα 
Η παρουσία αναστολέα στο μίγμα της αντίδρασης έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση 
της ταχύτητας σύνθεσης του γλυκογόνου και της απελευθέρωσης των ορθοφωσφο-
ρικών ιόντων. Η μείωση αυτή μπορεί να εκφραστεί ως αναστολή σύμφωνα με γνω-
στά μοντέλα ενζυμικής αναστολής (186). 
Ο προσδιορισμός της σταθεράς προϋποθέτει τη μελέτη της κινητικής του ενζύμου 
με κάποιο αναστολέα σε συγκέντρωση στην περιοχή της IC50 και για συγκεκριμένη 
συγκέντρωση G1P. Η IC50 ορίζεται ως η συγκέντρωση του αναστολέα η οποία προ-
καλεί 50% μείωση της ενζυμικής δραστικότητας. Στον προσδιορισμό της σταθεράς 
IC50, οι ειδικές δραστικότητες παρουσία αναστολέα μετατρέπονται σε επί τοις εκατό 
αναστολή χρησιμοποιώντας την ειδική δραστικότητα του ενζύμου απουσία αναστο-
λέα. Από τα πειραματικά δεδομένα εξάγονται οι ειδικές δραστικότητες του ενζύμου 
για την εκάστοτε περίπτωση και υπολογίζεται η επί τοις εκατό αναστολή για κάθε 
συγκέντρωση αναστολέα βάσει του τύπου:  
 
% αναστολή =  Χ 100% 
 
ως 
s.a.control: ορίζεται η ειδική δραστικότητα του ενζύμου απουσία αναστολέα, 
s.a.i: ορίζεται η ειδική δραστικότητα του ενζύμου παρουσία i συγκέντρωσης ανα-
στολέα, 
s: ορίζεται ως η κλίση 
Η τιμή της IC50 υπολογίζεται με βάση τον τύπο: 
y=  
Όπως φαίνεται και από την παραπάνω εξίσωση η τιμή του y είναι αντιστρόφως α-
νάλογη του x, δηλαδή όσο μειώνεται η τιμή του y, η τιμή του x αυξάνεται. Προκει-
μένου τα αποτελέσματα που θα προκύπτουν να είναι αξιόπιστα θα πρέπει να υπάρ-
χουν τιμές εκατέρωθεν της τιμής της IC50. Τέλος, η τιμή της IC50 προκύπτει από το 
διάγραμμα  % αναστολή=f([I]). 
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Παρασκευάζονται διαλύματα με διαφορετικές συγκεντρώσεις αναστολέα, ώστε να 
βρεθεί η τιμή της IC50. Η σταθερή συγκέντρωση της G1P είναι 9 mM, της AMP 50 
mM και του DMSO. Μετά την προσθήκη του ενζυμικού διαλύματος (180 μL) η συ-
γκέντρωση της G1P είναι 2 mM, του AMP 1mM και του DMSO 2% (v/v) (Πίνακας 15). 
Ακόμη, σε κάθε σειρά πειραμάτων  παρασκευάζεται και ένα πείραμα ελέγχου (con-
trol) το οποίο δεν περιέχει αναστολέα. 
 
 Control Διάλυμα με αναστολέα 
G1P (9 mM) 200 μL 200 μL 
AMP (50 mM)  18 μL 18 μL 
Αναστολέας - 18 μL 
DMSO  18 μL - 
Η2Ο 484 μL 484 μL 
Τελικός όγκος (VT) 720 μL 720 μL 
Πίνακας 15: Τρόπος παρασκευής υποστρωμάτων για το προσδιορισμό της IC50. 
 
4.2.3.8 Ανάλυση κινητικών δεδομένων 
Η ανάλυση των κινητικών δεδομένων και η παραγωγή των απαραιτήτων διαγραμ-
μάτων έγινε με το υπολογιστικό πρόγραμμα GraFit (187). Προκειμένου να υπολογι-
στούν οι κινητικές παράμετροι (Κm, Vmax, IC50) έπρεπε αρχικά να υπολογιστούν η 
ειδική δραστικότητα του ενζύμου ως προς κάθε συγκέντρωση υποστρώματος που 
χρησιμοποιήθηκε.  
Αρχικά οι οπτικές απορροφήσεις των δειγμάτων μετά από διόρθωση (ως προς την 
οπτική απορρόφηση λόγω της φυσικής υδρόλυσης της G1P και της παρουσίας φω-
σφορικών ιόντων στο ενζυμικό μείγμα) μετατρέπονται σε μmol φωσφορικών σύμ-
φωνα με την πρότυπη καμπύλη φωσφορικών ιόντων. Για να υπολογισθεί η ειδική 
δραστικότητα από τα αποτελέσματα του κινητικού πειράματος, έπρεπε αρχικά να 
υπολογισθούν τα μmol φωσφορικών ιόντων που παρήχθησαν από την αντίδραση. 
Για το λόγο παρασκευάζεται πρότυπο διάλυμα φωσφορικών ιόντων 1 mM. Το διά-
λυμα 1 mM περιέχει 0.04 μmol φωσφορικών ιόντων στα 40 µL. Αν υποθέσουμε ότι 
το τυφλό εμφανίζει απορρόφηση A, τότε αυτή η απορρόφηση δηλώνει την παρου-
σία 0.04 μmol φωσφορικών ιόντων. Με αυτό τον τρόπο υπολογίζεται η ποσότητα 
των φωσφορικών ιόντων σε μmol για κάθε δείγμα.  
Για τον υπολογισμό της σταθεράς Michaelis-Menten (Km, M) χρησιμοποιείται η εξί-
σωση Michaelis-Menten,  
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V=   
 
V: ταχύτητα  
Vmax: μέγιστη ταχύτητα 
[S]: συγκέντρωση υποστρώματος  
Km: σταθερά Michaelis-Menten. 
 
Τέλος, γίνεται η καμπύλη V=f([S]), η οποία έχει μορφή κινητικής κορεσμού, και υπο-
λογίζεται η συγκέντρωση που αντιστοιχεί στο ήμισυ της Vmax (186). 
4.2.3.9 Ανάπτυξη τετραγωνικών κρυστάλλων της rmGPb 
Για τη παραγωγή πυρήνων κρυστάλλωσης (seeding) χρησιμοποιήθηκαν κρύσταλλοι 
φωσφορυλάσης του γλυκογόνου προηγούμενων πειραμάτων που είχαν αναπτυχθεί 
με τη μέθοδο batch. 
Πειραματική Διαδικασία 
Προκειμένου να επιτύχουμε ανάπτυξη τετραγωνικών κρυστάλλων της rmGPb στη Τ-
στερεοδιαμόρφωση θα πρέπει να αφαιρέσουμε την AMP από το διάλυμα, διότι 
όπως αναφέρθηκε αυτή μετατοπίζει την ισορροπία προς την ενεργό R στερεοδια-
μόρφωση. Η αφαίρεση της AMP διεξάγεται με διαπίδυση του δείγματος έναντι 
ρυθμιστικού διαλύματος BES, pH 6,7 (10 mM BES/NaOH, 1 mM EDTA, 0.02 (w/v) % 
NaN3, 2 mM DTT). Η διαπίδυση διεξάγεται αρχικά για 2 ώρες σε θερμοκρασία δω-
ματίου παρουσία ενεργού ζωάνθρακα σε αναλογία 1 mg ανά μισό mg πρωτεΐνης με 
σκοπό να αποφευχθεί η αυθόρμητη κρυστάλλωση του ενζύμου και ακολούθως για 
16 ώρες σε θερμοκρασία 4 οC. Μετά το πέρας των 16 ωρών πραγματοποιείται κα-
τεργασία με προσθήκη ενεργού ζωάνθρακα απευθείας στο ενζυμικό διάλυμα, στην 
ίδια αναλογία, για την απομάκρυνση των νουκλεοτιδίων. Και σε αυτή τη περίπτωση 
έγιναν πρώτα δυο πλύσεις του ζωάνθρακα με το ρυθμιστικό διάλυμα BES και έπειτα 
προστέθηκε στο πρωτεϊνικό διάλυμα και ακολούθησε ήπια ανάδευση για 15 min. 
Στη συνέχεια έγινε φυγοκέντρηση και το υπερκείμενο υγρό μετρήθηκε προκειμένου 
να υπολογισθεί ο λόγος της οπτικής απορρόφησης του ενζυμικού διαλύματος σε 
μήκη κύματος 260 nm και 280 nm, αφού πρώτα έγινε φιλτράρισμα από φίλτρο με 
πόρους διαμέτρου 0.45 μm ώστε να απομακρυνθούν τα υπολείμματα ενεργού 
ζωάνθρακα. Ο λόγος των δύο απορροφήσεων (Α260/Α280) πρέπει να είναι μικρότερος 
του 0.53. Εάν ο λόγος είναι υψηλότερος, διεξάγεται εκ νέου η διαδικασία με προ-
σθήκη ενεργού ζωάνθρακα στο πρωτεϊνικό διάλυμα.  
Σε ένα σωλήνα τύπου falcon τοποθετήθηκαν γυάλινα σφαιρίδια που ήταν αποθη-
κευμένα σε αιθανόλη. Ακολούθησε πλύση αυτών με το διάλυμα κρυστάλλωσης και 
προσθήκη στο σωλήνα τύπου falcon, που προηγουμένως είχαν τοποθετηθεί οι κρύ-
σταλλοι. Πραγματοποιήθηκε έντονη ανάδευση με Vortex (προκειμένου να σπάσουν 
οι κρύσταλλοι) και φυγοκέντρηση  στις 4.000 rpm στους 20 oC για 10 λεπτά. Αποχύ-
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θηκε το υπερκείμενο και επαναλήφθηκε το παραπάνω στάδιο μέχρι να σπάσουν 
όλοι οι κρύσταλλοι. Έπειτα, έγινε αρίθμηση σε 11 σωλήνες από το 100 έως το 10-10. 
Αρχικά γίνεται ανάδευση του πυκνού διαλύματος (100) με τη βοήθεια του Vortex 
και με κομμένο ρύγχος της αυτόματης πιπέτας γίνονται οι διαδοχικές αραίωσης. Οι 
συνθήκες στις οποίες έγινε ανάπτυξη των κρυστάλλων της rmGPb ήταν: 25 mg/mL 
rmGPb με ρυθμιστικό διάλυμα BES pH 6,7, παρουσία 1 mM σπερμίνης, 1 mM ΙΜΡ 
και 3 mM DTT στους 16οC. 
Στην περίπτωση της ανάπτυξης κρυστάλλων rmGPb, η πρωτεΐνη ως εναιώρημα σε 
κατάλληλες συνθήκες αναπτύσσει τετραγωνικούς κρυστάλλους (ομάδας συμμετρίας 
χώρου P43212) εντός μικρών γυάλινων σωλήνων. Οι σωλήνες αυτοί είχαν μήκος πε-
ρίπου 3 cm, εσωτερική διάμετρο 2-3 mm. Τα άκρα παρέμειναν  κλειστά με parafilm.   
4.2.3.10 Εμβάπτιση κρυστάλλου και τοποθέτησή του στον τριχοειδή σωλήνα 
Η συλλογή δεδομένων περίθλασης για τα σύμπλοκα ενζύμου-αναστολέα διεξάγεται 
με προσχηματισμένους κρυστάλλους. Αρχικά γίνεται εμποτισμός των κρυστάλλων 
με το διάλυμα του αναστολέα, και μέσω της διάχυσης του αναστολέα εντός των κα-
ναλιών του κρυστάλλου πραγματοποιείται σύνδεσή του στο ανάλογο κέντρο με το 
οποίο παρουσιάζει και συγγένεια.  
Πειραματική Διαδικασία  
Οι κρύσταλλοι της rmGPb μεταφέρονται σε ένα διάλυμα 10 mM BES pH 6,7, μέσα σε 
ένα τρυβλίο Petri. Αφού γίνει παρατήρησή τους στο στερεοσκόπιο επιλέγονται με-
μονωμένοι κρύσταλλοι. Με τη βοήθεια μιας γυάλινης πιπέτας Pasteur  μεταφέρεται 
ο ένας κρύσταλλος μέσα σε μικρό τριχοειδή σωλήνα, μαζί με το διάλυμα BES. Η πε-
ρίσσεια διαλύτη αφαιρείται με τη βοήθεια ειδικών λεπτών λωρίδων διηθητικού 
χαρτιού, και τα τριχοειδή γεμίζουν με το διάλυμα αναστολέα συγκεκριμένης συγκέ-
ντρωσης. Στο τριχοειδή σωλήνα τοποθετήθηκε ένας κρύσταλλος rmGPb παρουσία 
διαλύματος αναστολέα συγκέντρωσης 10 mg/mL για χρονικό διάστημα μερικών 
ωρών (10-12), έτσι ώστε να εισχωρήσει ο αναστολέας στο κρυσταλλικό πλέγμα. Σε 
περίπτωσεις που εμφανίστηκαν ρωγμές στον κρύσταλλο κατά τη διάρκεια του ε-
μποτισμού, αφαιρέθηκε αμέσως το διάλυμα του αναστολέα. Τέλος, απομακρύνθηκε 
το διάλυμα αναστολέα, αρχικά με τη βοήθεια σύριγγας και στη συνέχεια με τη βοή-
θεια λεπτών λωρίδων διηθητικού χαρτιού. Πριν τη σφράγιση του τριχοειδή σωλήνα 
με κερί (διαδικασία που αναφέρθηκε και στην εισαγωγή), προστίθενται στα δύο ά-
κρα μερικά μL διαλύματος BES, με σκοπό να υπάρχει ικανοποιητική υγρασία κατά 
τη μεταφορά και την έκθεση των κρυστάλλων στις ακτίνες Χ. 
4.2.3.11 Έκθεση κρυστάλλου σε ακτίνες Χ 
Ο κρύσταλλος που βρίσκεται στον τριχοειδή σωλήνα τοποθετείται στο γωνιόμετρο. 
Όλο το σύστημα τοποθετείται στην κατάλληλη υποδοχή ανάμεσα στον ανιχνευτή 
και στην περιοχή εξόδου της ακτινοβολίας. Πραγματοποιείται ευθυγράμμιση ως 
προς τη διεύθυνση της δέσμης της ακτινοβολίας με ρυθμίσεις των συντεταγμένων 
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του γωνιομέτρου. Στη συνέχεια μέσω ειδικών λογισμικών καταχωρούνται τα χαρα-
κτηριστικά του πειράματος όπως: 
Ο χρόνος έκθεσης του κρυστάλλου στην ακτινοβολία 
Ο αριθμός εικόνων με σκοπό τη συλλογή ενός συμπληρωμένου συνόλου πε-
ριθλάσεων στην όσο το δυνατόν υψηλότερη ευκρίνεια 
Η γωνία περίθλασης 
Η απόσταση του κρυστάλλου από τον ανιχνευτή 
Η έκθεση του μονοκρύσταλλου της πρωτεΐνης σε ακτίνες-Χ, έχει ως αποτέλεσμα την 
αλληλεπίδραση των ηλεκτρονίων των ατόμων, που αποτελούν την πρωτεΐνη, με την 
ακτινοβολία Χ και την απελευθέρωση δευτερογενούς ακτινοβολίας. Η ένταση της 
περιθλώμενης ακτινοβολίας μετράται με ειδικούς ανιχνευτές και διεξάγεται συλλο-
γή περιθλασιγραμμάτων. Αυτά τα περιθλασιγράμματα αποτελούν τα πειραματικά 
δεδομένα τα οποία στη συνέχεια υφίστανται επεξεργασία. 
  
Με τη βοήθεια ειδικού λογισμικού καταχωρούνται όλα τα χαρακτηριστικά του πει-
ράματος: μήκος κύματος ακτινοβολίας (λ), απόσταση ανιχνευτή-κρυστάλλου (d), 
χρόνος έκθεσης (t), γωνία περιστροφής και αριθμός εικόνων. Ο καθορισμός της α-
πόστασης κρυστάλλου-ανιχνευτή γίνεται σύμφωνα με το νόμο του Bragg και δεδο-
μένων της διαμέτρου του ανιχνευτή, του μήκους κύματος της ακτινοβολίας και της 
επιθυμητής μέγιστης ευκρίνειας. 
4.3 Παρασκευή επιδεκτικών κυττάρων για έκφραση πρωτεϊνών στο βακτηριακό 
σύστημα E. coli 
Ως μετασχηματισμός (transformation) καλείται η διαδικασία εισαγωγής γενετικού 
υλικού (ανασυνδυασμένων μορίων DNA) σε κύτταρα E.coli (κύτταρα ξενιστές). Τα 
κύτταρα ξενιστές διπλασιάζονται περνώντας κατά αυτόν τον τρόπο και στην επόμε-
νη γενιά. 
Υπάρχουν τέσσερα συστήματα μετασχηματισμού βακτηριακών κυττάρων τα οποία 
είναι η ηλεκτροδιάτρηση, ο χημικός μετασχηματισμός, ο μετασχηματισμός με υπε-
ρήχους και η βαλλιστική μέθοδος. Κατά τον χημικό μετασχηματισμό πραγματοποι-
είται κατεργασία των βακτηριακών κυττάρων  με δισθενή ή πολυσθενή κατιόντα, με 
σκοπό το κυτταρικό τοίχωμα να είναι διαπερατό και να μπορούν να προσλάβουν το 
εισαχθέν γενετικό υλικό. Η μέθοδος αυτή στηρίζεται στην απόδοση θετικού φορτίου 
στο βακτηριακό τοίχωμα μετά από έκθεσή τους σε CaCl2, έτσι ώστε το DNA να προ-
σκοληθεί στο βακτηριακό τοίχωμα (λόγω του αρνητικού του φορτίου). Κατά την η-
λεκτροδιάτρηση (electroporation), το πλασμίδιο εισάγεται στα κύτταρα με την ε-
φαρμογή ηλεκτρικού πεδίου μεγάλης έντασης στα κύτταρα διότι ανοίγουν παροδι-
κά οι πόροι του κυτταρικού τοιχώματος. Η απόδοση της  ηλεκτροδιάτρησης είναι 
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περιπού 10-100 φορές μεγαλύτερη από αυτή της μεθόδου του χημικού μετασχημα-
τισμού (188). 
4.3.1.1 Πειραματική διαδικασία δημιουργίας επιδεκτικών κυττάρων Escherichia 
coli (XL-1 Blue, BL21 (DE3) Gold και B834 (DE3) plyss) με τη χημική μέθοδο 
Τα βακτηριακά κύτταρα αναπτύσσονται σε θερμοκρασία 37oC υπό ανάδευση (210 
rpm), σε θρεπτικό υλικό 2YT (βλ. παράρτημα) που φέρει την κατάλληλη συγκέντρω-
ση του αντιβιοτικού ανθεκτικότητας των βακτηριακών στελεχών. Αρχικά, 15 mL 
θρεπτικού υλικού, εμβολιάζονται με μια αποικία από το τρυβλίο καλλιέργειας δε-
κτικών κυττάρων Ε. coli και επωάζονται για 16 ώρες. Στη συνέχεια, ποσότητα της 
υγρής βακτηριακής καλλιέργειας εμβολιάζεται σε 200 mL θρεπτικού υλικού σε ανα-
λογία 1:100. Τα 200 mL καλλιέργειας επωάζονται μέχρι η τιμή της οπτικής απορρό-
φησης (OD600nm) να είναι μεταξύ 0,4-0,6 Ǻ (εκθετική φάση της βακτηριακής ανάπτυ-
ξης) όπου και μεταφέρονται σε πάγο για 14 λεπτά, ώστε να σταματήσει ο πολλα-
πλασιασμός των βακτηρίων. 
Η καλλιέργεια μεταφέρεται σε τέσσερις σωλήνες των 50 mL και φυγοκεντρείται σε 
4.000 g, για 6 λεπτά, στους 4οC. Το υπερκείμενο απορρίπτεται, το ίζημα τοποθετεί-
ται στον πάγο και διαλυτοποιείται σε 20 mL (σε κάθε σωλήνα) αποστειρωμένου και 
ψυχρού διαλύματος 100mM CaCl2. Η προσθήκη του διαλύματος CaCl2 γίνεται στα-
διακά και η ανάδευση δεν είναι έντονη. Το εναιώρημα  στη συνέχεια τοποθετείται 
στον πάγο για 20 λεπτά.  
Τα βακτήρια τοποθετούνται σε δυο σωλήνες των 50 mL. Ακολουθεί φυγοκέντρηση 
σε 4.000 g, για 6 λεπτά, στους 4οC.   
Το ίζημα τοποθετείται στον πάγο και στη συνέχεια διαλυτοποιείται με την προσθή-
κη 1,6 mL (σε κάθε σωλήνα) αποστειρωμένου και ψυχρού διαλύματος 100 mM 
CaCl2. Το περιεχόμενο των δύο σωλήνων ενώνεται σε έναν και επωάζεται στον πάγο 
για τουλάχιστον 2 ώρες ή εναλλακτικά για 16-18 ώρες εντός ψυκτικού θαλάμου.  
Στη συνέχεια, προστίθεται 50 % (v/v) αποστειρωμένης γλυκερόλης ίσου όγκου με το 
1/3 του όγκου του βακτηριακού εναιωρήματος, ώστε η τελική της συγκέντρωση να 
είναι 20 % (v/v). Τέλος, τα βακτήρια χωρίζονται σε κλάσματα των 100 μL, ψύχονται 
άμεσα σε αιθανόλη 100% (  ̴ -80οC) και αποθηκεύονται στους -80oC. 
Όλες οι παραπάνω διαδικασίες πραγματοποιούνται με αποστειρωμένα μέσα και 
υλικά, κάτω από ασηπτικές συνθήκες. 
4.3.1.2 Μετασχηματισμός επιδεκτικών βακτηριακών κυττάρων Ε. coli (XL1 Blue, 
BL21 (DE3) Gold, B834plyss (DE3)), με πλασμιδιακό φορέα, με τη μέθοδο του θερ-
μικού σοκ 
•Το εναιώρημα (100 μL) των επιδεκτικών βακτηριακών κυττάρων τοποθετείται στον 
πάγο, για λίγα λεπτά, μέχρι να ξεπαγώσει. Αμέσως μόλις ξεπαγώσει, προστίθενται 
σε αυτό 1-50 ng πλασμιδιακού φορέα που φέρει το επιθυμητό γονίδιο. Ακολουθεί 
ήπια ανάδευση και στη συνέχεια επώαση για 30 λεπτά στον πάγο.  
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•Τα βακτήρια υποβάλλονται σε σύντομο θερμικό σοκ, σε θερμοκρασία 42 οC, για 45 
δευτερόλεπτα. Η αλλαγή στη θερμοκρασία αυξάνει τη ρευστότητα της κυτταρικής 
μεμβράνης επιτρέποντας στο μόριο του DNA να εισέλθει εντός του κυττάρου. Το 
δείγμα επανατοποθετείται άμεσα στον πάγο και επωάζεται για 2-3 λεπτά.   
•Προστίθενται 0,9 mL αποστειρωμένου θρεπτικού μέσου (LB, 2YT, SOB), το οποίο 
είναι προθερμασμένο σε θερμοκρασία 37οC και ακολουθεί επώαση των μετασχημα-
τισμένων κυττάρων σε θερμοκρασία 37οC για 1 ώρα, υπό ανάδευση (210 rpm). 
•Τέλος, 50-100 μL των κυττάρων επιστρώνονται σε τρυβλία Petri με θρεπτικό μέσο 
LB Άγαρ, στο οποίο έχει προστεθεί κατάλληλη συγκέντρωση του αντιβιοτικού επιλο-
γής των μετασχηματισμένων κυττάρων. Τα τρυβλία επωάζονται σε θερμοκρασία 
37οC, για 17 ώρες.  
Όλες οι παραπάνω διαδικασίες πραγματοποιούνται με αποστειρωμένα μέσα και 
υλικά και κάτω από ασηπτικές συνθήκες. 
4.3.2.1 Πειραματική διαδικασία δημιουργίας επιδεκτικών βακτηριακών κυττάρων 
Escherichia coli (BL21 (DE3) Gold), με ηλεκτροδιάτρηση (electrocompetent)  
Αρχικά, 15 mL θρεπτικού υλικού αναπτύσσονται υπό ανάδευση (210 rpm) σε θερ-
μοκρασία 37 oC, σε θρεπτικό υλικό 2YT που φέρει την κατάλληλη συγκέντρωση του 
αντιβιοτικού ανθεκτικότητας των βακτηριακών στελεχών, εμβολιάζονται με μια α-
ποικία από το τρυβλίο καλλιέργειας δεκτικών κυττάρων Ε. coli και επωάζονται για 
16 ώρες. Στη συνέχεια, ποσότητα της υγρής βακτηριακής καλλιέργειας εμβολιάζεται 
σε 200 mL θρεπτικού υλικού σε αναλογία 1:100. Τα 200 mL καλλιέργειας επωάζο-
νται μέχρι η τιμή της οπτικής απορρόφησης (OD600nm) να είναι 0,4, δηλαδή στην εκ-
θετική φάση της βακτηριακής ανάπτυξης, οπότε και μεταφέρονται στον πάγο για 14 
λεπτά, ώστε να σταματήσει ο πολλαπλασιασμός των βακτηρίων. 
Η καλλιέργεια μεταφέρεται σε τέσσερις σωλήνες των 50 mL και φυγοκεντρείται σε 
4.000 g, για 10 λεπτά, σε θερμοκρασία 4οC. Το υπερκείμενο απορρίπτεται, το ίζημα 
τοποθετείται στον πάγο και διαλυτοποιείται σε 10 mL (σε κάθε σωλήνα) υπερκάθα-
ρου νερού. Η προσθήκη του υπερκάθαρου νερού γίνεται σταδιακά και η ανάδευση 
δεν είναι έντονη.  
Στη συνέχεια τα βακτήρια τοποθετούνται σε δυο σωλήνες των 50 mL. Ακολουθεί 
φυγοκέντρηση σε 4.000 g, για 10 λεπτά, σε θερμοκρασία 4οC.  Το υπερκείμενο απο-
χύνεται, ενώ το ίζημα επαναδιαλυτοποιείται σε 10 mL υπερκάθαρου νερού.  
Τα βακτήρια και πάλι τοποθετούνται σε δυο σωλήνες των 50 mL, ενώ ακολουθεί 
φυγοκέντρηση σε 4.000 g, για 10 λεπτά, σε θερμοκρασία 4οC.  Το υπερκείμενο απο-
χύνεται, ενώ το ίζημα επαναδιαλυτοποιείται σε 4 mL ανά σωλήνα, διαλύματος 10% 
γλυκερόλης. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 4.000 g, για 10 λεπτά, σε θερμοκρασία 
4οC.   
Το υπερκείμενο αποχύνεται, ενώ το ίζημα επαναδιαλυτοποιείται σε 0,25 mL  διαλύ-
ματος 10% γλυκερόλης.  
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Τέλος, τα βακτήρια χωρίζονται σε κλάσματα των 40 μL, ψύχονται άμεσα σε παγω-
μένη αιθανόλη (   ̴-80 οC) και αποθηκεύονται σε θερμοκρασία -80 oC. 
Όλες οι παραπάνω διαδικασίες πραγματοποιούνται με αποστειρωμένα μέσα και 
υλικά, κάτω από ασηπτικές συνθήκες.  
4.3.2.2 Μετασχηματισμός επιδεκτικών βακτηριακών κυττάρων Ε. coli (BL21 (DE3) 
Gold), με πλασμιδιακό φορέα, με ηλεκτροδιάτρηση (electrocompetent) στα οποία 
προηγουμένως έχει γίνει προεισαγωγή των πλασμιδίων των μοριακών συνοδών. 
Το εναιώρημα (40 μL) των επιδεκτικών βακτηριακών κυττάρων τοποθετείται στον 
πάγο, για μερικά λεπτά, μέχρι να ξεπαγώσει. Αμέσως μόλις ξεπαγώσει, προστίθε-
νται σε αυτό 1-50 ng πλασμιδιακού φορέα που φέρει το επιθυμητό γονίδιο. Ακο-
λουθεί ήπια ανάδευση. 
Τα βακτήρια υποβάλλονται σε ηλεκτροδιάτρηση σε ειδική κυψελίδα.   
Στη συνέχεια προστίθενται 0,96 mL αποστειρωμένου θρεπτικού μέσου SOC, το ο-
ποίο είναι προθερμασμένο σε θερμοκρασία 37 οC και ακολουθεί επώαση των μετα-
σχηματισμένων κυττάρων σε θερμοκρασία 37 οC για 1 ώρα, υπό ανάδευση (210 
rpm). 
Τέλος, 10 μL των κυττάρων επιστρώνονται σε τρυβλία Petri με θρεπτικό μέσο LB ά-
γαρ, στο οποίο έχει προστεθεί κατάλληλη συγκέντρωση του αντιβιοτικού επιλογής 
των μετασχηματισμένων κυττάρων. Τα τρυβλία επωάζονται σε θερμοκρασία 37οC, 
για 10-12 ώρες.  
4.4 Ετερόλογη έκφραση πρωτεϊνών στο βακτηριακό σύστημα E. Coli 
Η έκφραση ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών στο βακτηριακό σύστημα E. coli είναι η 
πιο δημοφιλής μέθοδος έκφρασης και παραμένει μια αποδοτική μέθοδος για την 
παραγωγή πρωτεϊνών. Υπάρχει μέχρι σήμερα μια πληθώρα ανασκοπήσεων που α-
σχολείται με τη παραγωγή ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών, αλλά και των προβλημά-
των που δημιουργούνται γύρω από τη έκφραση (έκφραση σε σωμάτια εγκλισμού, 
IB). Κάποια από τα προβλήματα της έκφρασης και καθαρισμού μπορούν να λυθούν 
χρησιμοποιώντας τους κατάλληλους φορείς κλωνοποίησης, τις κατάλληλες συνθή-
κες έκφρασης και καθαρισμού ή ακόμη και του τρόπου αποθήκευσης αυτών (189). 
Στη παρούσα διατριβή πραγματοποιήθηκε ετερόλογη έκφραση στο βακτηριακό σύ-
στημα E. coli. Πιο συγκεκριμένα εκφράστηκαν η ανθρώπινη ηπατική φωσφορυλάση 
του γλυκογόνου (hlGP), η μυϊκή γ-καταλυτική υπομονάδα της κινάσης της φωσφο-
ρυλάσης του γλυκογόνου (rmPhKγtrunc), η ανθρώπινη μυϊκή υπομονάδα α της κινά-
σης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου (hmPHKA) και η ανθρώπινη ηπατική γ-
καταλυτική υπομονάδα της κινάσης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου 
(hlPhKγtrunc). 
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4.5 Υπερέκφραση πρωτεΐνης με επαγωγή 
Για την παραγωγή της πολυμεράσης RNA Τ7 χρειάζεται η προσθήκη IPTG (αποτελεί 
ανάλογο της λακτόζης και παρουσιάζει δομικές ομοιότητες με την αλλολακτόζη, έ-
ναν μεταβολίτη της λακτόζης που ενεργοποιεί τη μεταγραφή του οπερονίου lac) στο 
μέσο καλλιέργειας για την άρση της καταστολής της μεταγραφής από τον καταστο-
λέα lacI, ο οποίος προσδένεται στη θέση χειριστή του υποκινητή. Ο επαγωγέας α-
ντικαθιστά τη λακτόζη και προάγει την έκφραση της πρωτεΐνης στόχου. Το IPTG εί-
ναι ένα μόριο που ρυθμίζει την έκφραση των γονιδίων και λειτουργεί με το να 
προσδένεται σε καταστολείς ή σε ενεργοποιητές. Ταυτόχρονα, πραγματοποιείται 
και άρση της καταστολής έκφρασης του επιθυμητού γονιδίου, με την αποσύνδεση 
του lacI από τον χειριστή lacO που βρίσκεται μπροστά από τον υποκινητή της πολυ-
μεράσης RNA Τ7 (190). 
Με σκοπό την εύρεση της κατάλληλης συνθήκης έκφρασης και επαγωγής αρχικά 
διεξάγεται μια αρχική διερεύνηση των συνθηκών και των αντίστοιχων επιπέδων έκ-
φρασης σε καλλιέργειες μικρής κλίμακας (expression test). Με βάση τα αποτελέ-
σματα που θα προκύψουν σχεδιάζεται η πορεία καθαρισμού της υπό μελέτη πρω-
τεΐνης.  Ο σχεδιασμός ενός πρωτοκόλλου καθαρισμού εξαρτάται από τη μετέπειτα 
χρήση της πρωτεΐνης, καθώς διαφορετικά επίπεδα καθαρότητας απαιτούνται για 
διαφορετικές χρήσεις π.χ. απαιτείται καθαρότητα 95-99 % για μεθόδους κρυσταλ-
λογραφίας ενώ καθαρότητα > 85 % είναι αρκετή για  παραγωγή αντισώματος, κινη-
τικές μελέτες κ.α. Συνήθως, η απομόνωση της πρωτεΐνης διεξάγεται σε περισσότερα 
του ενός στάδια. Σε κάθε στάδιο μέρος της παραγόμενης  πρωτεΐνης χάνεται και η 
απόδοση δεν αγγίζει ποτέ το 100 %. Επομένως, ένα πρωτόκολλο καθαρισμού θα 
πρέπει να περιλαμβάνει όσο το δυνατόν λιγότερα στάδια.  
4.6 Συλλογή των κυττάρων 
Κατά τη συλλογή των κυττάρων οι προς μελέτη πρωτεΐνες μπορούν να εντοπιστούν 
τόσο στο ίζημα (ενδοκυτταρικές πρωτεΐνες), όσο και στο υπερκείμενο (εξωκυττάριες 
πρωτεΐνες), μετά από φυγοκέντρηση του κυτταρολύματος (lysate) σε υψηλές στρο-
φές. Κατά τη διάρκεια της παρούσας διατριβής προσπαθήσαμε να εκφράσουμε τις 
υπό μελέτη πρωτεΐνες στο διαλυτό μέρος. Για να επιτευχθεί αυτό θα έπρεπε κάθε 
φορά η πρωτεΐνη να εκφράζεται στις κατάλληλες συνθήκες (θερμοκρασία επαγω-
γής-συγκέντρωση επαγωγικού παράγοντα). Έτσι μετά την επαγωγή  το κυτταρικό 
ίζημα που συλλέγεται μπορεί να υποστεί αμέσως περαιτέρω επεξεργασία όπως η 
διαλυτοποίηση με  το σωστό διάλυμα λύσης (Lysis Buffer)  ή εναλλακτικά να αποθη-
κευτεί σε θερμοκρασία -20˚C για σύντομο χρονικό διάστημα ή σε θερμοκρασία -
80˚C. 
4.7 Βακτηριακή λύση των κυττάρων 
Η λύση των κυτταρικών μεμβρανών των βακτηρίων έχει ως απώτερο στόχο την απε-
λευθέρωση των ενδοκυτταρικών συστατικών. Είναι ένα από τα πιο σημαντικά βή-
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ματα στην απομόνωση των πρωτεϊνών που μπορεί να έχει σοβαρές επιπτώσεις τόσο 
στη βιολογική τους ενεργότητα καθώς ακόμη και στη συνολική ποσότητα. Η μέθο-
δος πραγματοποιείται χρησιμοποιώντας ένα διάλυμα λύσης και μία ή περισσότερες 
από τις ακόλουθες τεχνικές (191, 192): 
1. ενζυμικά, με χρήση Νουκλεασών (π.χ. Βενζονάση όπου είναι μια ενδονουκλεάση 
η οποία αποικοδομεί το DNA και το RNA υδρολύοντας φωσφοδιεστερικούς δεσμούς 
μεταξύ των νουκλεοτιδίων) ή με χρήση κατάλληλου ενζύμου (π.χ. λυσοζύμη όπου 
έχει την ικανότητα να διαρρηγνύει την κυτταρική μεμβράνη σπάζοντας τους α 1,6-
γλυκοζυτικούς δεσμούς) (192),  
2. μηχανικά, με εφαρμογή υπερήχων στο διάλυμα λύσης (193), 
3. με χρήση αποδιατακτικών μέσων όπως χαμηλή συγκέντρωση ήπιων απορρυπα-
ντικών π.χ. Tween 20, Triton X) (193) και 
4. με την εφαρμογή οσμωτικής πίεσης (194). 
 
Εικόνα 40: Βήματα που ακολουθούνται κατά την έκφραση και απομόνωση μιας πρωτεΐνης στο 
βακτηριακό σύστημα E.coli (195). 
4.8 Χρωματογραφία 
Η χρωματογραφία συμπεριλαμβάνει μια ποικιλία τεχνικών που μπορούν να διαχω-
ρίσουν δείγματα τα οποία περνάνε δια μέσου ενός πορώδους υλικού, με διαφορε-
τική ταχύτητα μετατόπισης των συστατικών τους. Στη συγκεκριμένη διατριβή τα συ-
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στατικά του δείγματος διαχωρίζονται, ως αποτέλεσμα της συνάφειας των συστατι-
κών σε μια στατική φάση (179). 
4.8.1 Καθαρισμός με ταχεία υγρή χρωματογραφία πρωτεϊνών (FPLC) 
Κατά τη παρούσα διδακτορική διατριβή ως σύστημα καθαρισμού χρησιμοποιήθηκε 
η ÄKTA FPLC (Pharmacia Biotech) που αποτελεί το πλέον το διαδεδομένο σύστημα 
που χρησιμοποιείται στον καθαρισμό πρωτεϊνών. Με σκοπό τον καθαρισμό των 
πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκαν διάφορα είδη χρωματογραφικών τεχνικών όπως η 
χρωματογραφία συγγένειας, ιοντοανταλλαγής. Οι στήλες που χρησιμοποιήθηκαν 
μπορούν να ανταπεξέλθουν, συνήθως, σε μεγάλους όγκους δειγμάτων και σε ένα 
μεγάλο εύρος υδατικών διαλυμάτων, όπως υποδεικνύεται από το εγχειρίδιο της 
κάθε στήλης. Το υλικό πλήρωσης της στήλης (που είναι φτιαγμένες από γυαλί ή 
πλαστικό) που αποτελεί και τη στατική φάση είναι συνήθως κάποιο πολυμερές ό-
πως η αγαρόζη, η δεξτράνη ή η σεφαρόζη, ενώ η κινητή φάση είναι υγρή.  
Ο χρωματογραφικός καθαρισμός των πρωτεϊνών της παρούσας διατριβής  πραγμα-
τοποιείται σε ψυκτικό θάλαμο σε θερμοκρασία 4˚C, με σύστημα καθαρισμού πρω-
τεϊνών Äkta purifier UPC-900. Στο σύστημα περιλαμβάνεται το πρόγραμμα (UNI-
CORN) στο οποίο ρυθμίζεται η  ταχύτητας ροής των διαλυμάτων και του δείγματος, 
ενώ υπάρχει και συσκευή όπου γίνεται η συλλογή των κλασμάτων, που είναι συγκε-
κριμένου όγκου (καθορίζεται κάθε φορά από το χρήστη και έχει σχέση με την υπό 
μελέτη πρωτεΐνη). Περιλαμβάνει επίσης ενσωματωμένο φωτόμετρο υπεριώδους 
όπου ελέγχεται η περιεκτικότητα των κλασμάτων σε πρωτεΐνη, με ταυτόχρονη μέ-
τρηση και καταγραφή της οπτικής απορρόφησης σε μήκος κύματος 280 nm. Πριν τη 
χρήση του μηχανήματος πρέπει όλα τα διαλύματα να έχουν φιλτραριστεί και απαε-
ρωθεί. 
4.8.2 Αρχή της μεθόδου καθαρισμού των πρωτεϊνών με χρωματογραφία 
Κατά τη διαδικασία καθαρισμού των πρωτεϊνών με χρωματογραφία ακολουθούνται 
τα παρακάτω βήματα  (Εικόνα 41):  
Εξισορρόπηση: Στην εξισορρόπηση γίνεται χρήση του διαλύματος Α (equilibration 
buffer). Το συγκεκριμένο διάλυμα απομακρύνει την αιθανόλη από τη στήλη (που 
χρησιμοποιείται κατά την αποθήκευσή της), ενώ είναι συνήθως και το διάλυμα που 
χρησιμοποιείται για τη διαλυτοποίηση των κυττάρων. Οπότε υπάρχει ομοιογένεια 
μεταξύ του δείγματος που θα αναλυθεί και του διαλύματος εξισορρόπησης. Παρα-
τηρείται ότι κατά την εξισορρόπηση δεν υπάρχει συνδεδεμένο κάτι στο υλικό, εκτός 
από τον ακινητοποιημένο προσδέτη, με αποτέλεσμα η απορρόφηση του εξερχόμε-
νου διαλύματος από τη στήλη να είναι σταθερή. Η όποια απορρόφηση κατά το στά-
διο αυτό οφείλεται στα συστατικά του διαλύματος πρόσδεσης. 
Εισαγωγή δείγματος (injection): Το δείγμα (συνήθως κυτταρόλυμα) εισέρχεται στη 
στήλη, κάτω από συνθήκες που ευνοούν την ειδική, αλλά αντιστρεπτή, σύνδεση της 
πρωτεΐνης στόχου στο υλικό της στήλης με το οποίο εμφανίζει συγγένεια, λόγω της 
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πρόσδεσης ενός ακινητοποιημένου προσδέτη. Τα επιπλέον συστατικά του κυτταρο-
λύματος που δεν συνδέονται απομακρύνονται από τη στήλη με αποτέλεσμα την αύ-
ξηση της απορρόφησης του UV (Flow through). 
Πλύση: Αφού εισαχθεί το προς ανάλυση δείγμα γίνεται έκπλυση της στήλης με το 
διάλυμα πλύσης, ώστε να απομακρυνθούν οι μη ειδικά προσδεδεμένες πρωτεΐνες 
(non specific binding) ή οι μη σωστά αναδιπλωμένες πρωτεΐνες. Στόχος αυτού του 
βήματος είναι να μείνει στα σφαιρίδια της στήλης μόνο η πρωτεΐνη που εμφανίζει 
υψηλή συγγένεια με τον ακινητοποιημένο προσδέτη. Στο χρωματογράφημα συνή-
θως αντικατοπτρίζεται με μείωση αρχικά και στη συνέχεια με σταθεροποίηση της 
απορρόφηση του UV. Η πλύση της στήλης γίνεται συνήθως με 5-10 όγκους στήλης 
από το διάλυμα έκπλυσης (ανάλογα με το εγχειρίδιο χρήσης). 
Έκλουση: Η έκλουση μπορεί να γίνει είτε με σταδιακή αύξηση της συγκέντρωσης 
του διαλύματος Β (διαβάθμιση συγκέντρωσης-Gradient), είτε με εφαρμογή 100 % 
του διαλύματος έκλουσης. Αυτό οδηγεί σε απομάκρυνση της πρωτεΐνης που έχει 
μείνει προσδεδεμένη στο υλικό της στήλης. Το αποτέλεσμα είναι η συλλογή της 
πρωτεΐνης στόχου η οποία είναι πλέον σε πιο καθαρή και συμπυκνωμένη μορφή 
(196). 
 
Εικόνα 41: Τα βήματα διαδικασίας καθαρισμού των πρωτεϊνών με χρωματογραφία (196). 
4.8.2.1 Χρωματογραφία Συγγένειας 
Η χρωματογραφία συγγένειας (affinity chromatography) είναι συνήθως το πρώτο 
βήμα που χρησιμοποιείται στο καθαρισμό των πρωτεϊνών, ενώ αποτελεί τη πιο συ-
χνή τεχνική χρωματογραφίας. Εκμεταλλεύεται την υψηλή συγγένεια πολλών ανα-
συνδυασμένων πρωτεϊνών που έχουν σχεδιαστεί έτσι ώστε να εμφανίζουν συγγέ-
νεια με ειδικές χημικές ομάδες. Το πρωτεϊνικό δείγμα διηθείται μέσω της στήλης 
που διαθέτει ειδικές ικανότητες προσρόφησης που οφείλονται σε ομοιοπολική 
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σύνδεση με κάποιο προσδέτη, ο οποίος έχει συγγένεια ως προς το βιομόριο στόχο 
και συνδέεται με αυτό. Έτσι το δείγμα που περιέχει την πρωτεΐνη στόχο και εμφανί-
ζει συγγένεια με το ακινητοποιημένο υλικό (προσδέτη) θα παραμείνει προσδεδεμέ-
νο στη στήλη, ενώ οι υπόλοιποι παράγοντες που δεν έχουν συγγένεια θα περάσουν 
από τη στήλη χωρίς να προσδεθούν (flow through). Στη συνέχεια, η πρωτεΐνη στό-
χος που έχει συνδεθεί με τον ακινητοποιημένο προσδέτη, θα αποσυνδεθεί από αυ-
τόν μέσω κάποιας αλλαγής στις πειραματικές συνθήκες, όπως αλλαγή του pH, της 
ιοντικής ισχύος, της σύστασης του διαλύματος ή προσθέτοντας κάποιον ανταγωνι-
στικό προσδέτη για το υλικό της στήλης (196).  
4.8.2.2 Στήλη πρόσδεσης σε ακινητοποιημένα σφαιρίδια Ni2+ 
Οι ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες που χρησιμοποιούνται στην παρούσα διατριβή και 
διαθέτουν 6 ιστιδίνες (hmPHKA-hlGP) είτε στο Ν-τελικό είτε στο C-τελικό άκρο της 
πρωτεΐνης προσφέρουν στην πρωτεΐνη υψηλή συγγένεια ως προς τα ιόντα Ni2+. Ο 
παράγοντας έκλουσης είναι το ιμιδαζόλιο που εμφανίζει έντονη ομοιότητα με το 
δακτύλιο της ιστιδίνης (197). 
4.8.2.3 Στήλη πρόσδεσης GST 
Εκτός από την ετικέτα ιστιδινών, ένας πολύ διαδεδομένος τρόπος καθαρισμού πρω-
τεϊνών που στηρίζεται στη συγγένεια μεταξύ πρωτεΐνης-προσδέτη, είναι η προσθή-
κη ετικέτας της S-τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (GST-Tag, 26 KDa). Η έκφραση 
πρωτεΐνης στους φορείς pGEX-6P1 (rmPhK) και pET-42a(+) (hlPhK) προσδίδει την 
επικράτεια της GST στην ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη. Έτσι η πρωτεΐνη δεσμεύεται 
στη στήλη που έχει ακινητοποιημένα σφαιρίδια γλουταθειόνης, ενώ οι υπόλοιπες 
πρωτεΐνες που δεν έχουν συγγένεια απομακρύνονται μετά την εκπλύση της στήλης. 
Τέλος, η ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη εκλούεται με χρήση ανηγμένης γλουταθειόνης 
(GSH) (198).  
4.8.2.4 Χρωστική Cibacron Blue F3G-A 
Η συνθετική πολυκυκλική χρωστική, Cibacron Blue F3G-A που βρίσκεκται ακινητο-
ποιημένη σε σφαιρίδια σεφαρόζης, χρησιμοποιείται συχνά στην υγρή χρωματογρα-
φία συγγένειας και εμφανίζει εκλεκτικότητα έναντι πολλών πρωτεϊνών συμπερι-
λαμβανόμενων των κινασών. Η εκλεκτικότητα αυτή οφείλεται στο γεγονός ότι η 
χρωστική εμφανίζει δομικές ομοιότητες με τον συμπαράγοντα NAD+. Οι αφυδρογο-
νάσες που εξαρτώνται από NAD+ και οι ATP- εξαρτώμενες κινάσες μπορούν να 
προσδένονται σε αυτή τη χρωστική. Η έκλουση των προσδεδεμένων πρωτεϊνών 
μπορεί να γίνει με αύξηση της ιονικής ισχύος του διαλύματος έκλουσης (196). 
4.8.2.5 Χρωματογραφία ιοντοανταλλαγής 
Όλες οι πρωτεΐνες έχουν ένα χαρακτηριστικό ισοηλεκτρικό σημείο. Αναλόγως με 
αυτό εάν δηλαδή μία πρωτεΐνη βρίσκεται σε διάλυμα με τιμή pH πάνω από το pI 
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τους είναι θετικά φορτισμένη, ενώ αν βρίσκεται σε διάλυμα με τιμή pH κάτω από 
αυτό είναι αντίστοιχα αρνητικά. Αυτή η ιδιότητά τους είναι ένα σημαντικό εργαλείο 
σχετικά με το διαχωρισμό πρωτεϊνών ανάλογα με το φορτίο τους (Ion Exchange 
Chromatography, IEC). Μια αρνητικά φορτισμένη πρωτεΐνη που είναι δεσμευμένη 
σε μια τέτοια στήλη μπορεί στη συνέχεια να εκλουστεί με αύξηση της συγκέντρω-
σης άλατος. Τα ιόντα π.χ. του νατρίου συναγωνίζονται με τα θετικά φορτία της πρω-
τεΐνης για τη δέσμευση στη στήλη. Σε ένα τυπικό πείραμα χρωματογραφίας ιοντοα-
νταλλαγής, αναπτύσσονται αλληλεπιδράσεις μεταξύ των φορτισμένων μορίων που 
πρόκειται να διαχωριστούν και των αντίθετα φορτισμένων σφαιριδίων του υλικού 
της ρητίνης (199, 200). 
4.9 Απομόνωση και καθαρισμός της ανθρώπινης ηπατικής GP (hlGP) 
Αφού έγινε βελτιστοποίηση του γονιδίου της ανθρώπινης ηπατικής φωσφορυλάσης 
του γλυκογόνου (PYGL), στη συνέχεια κλωνοποιήθηκε στο φορέα έκφρασης pETM-
11. Με σκοπό την έκφραση της πρωτεΐνης σε μεγάλη κλίμακα το πρώτο στάδιο ήταν 
ο μετασχηματισμός βακτηρίων E. coli στελέχους BL21 Gold (DE3) με τη μέθοδο του 
θερμικού σοκ. Μετά το πέρας της επώασης 50 μL της υγρής καλλιέργειας των μετα-
σχηματισμένων κυττάρων επιστρώνεται σε τρυβλία με θρεπτικό μέσο LB Agar, στα 
οποία έχει προστεθεί το αντιβιοτικό καναμικίνη σε τελική συγκέντρωση 20 μg/mL, 
με γυάλινο διανομέα (πιπέτα pasteur). Τα τρυβλία επωάζονται για 14-16 ώρες σε 
θερμαινόμενο θάλαμο θερμοκρασίας 37 οC. Όλες οι διαδικασίες χειρισμού βακτη-
ριακών κυττάρων έγιναν σε αποστειρωμένες συνθήκες και τα βακτηριακά υπολείμ-
ματα επωάστηκαν παρουσία απολυμαντικού πριν απομακρυνθούν από το εργαστή-
ριο. Από το τρυβλίο που επιστρώθηκε με κύτταρα που μετασχηματίστηκαν, έγινε 
επιλογή αποικιών και εμβολιασμός κάθε αποικίας σε 50 mL LB Broth στο οποίο 
προστέθηκαν 20 μg/mL καναμικίνη, 600 mg/L MnCl2 και 100 mg/L πυριδοξίνη. Οι 
υγρές βακτηριακές καλλιέργειες αναπτύχθηκαν σε ανακινούμενο επωαστήρα σε 
θερμοκρασία 37 οC, 210 rpm για 12-16 ώρες. Στη συνέχεια μέρος της υγρής καλ-
λιέργειας μεταφέρθηκε σε αποστειρωμένη φλάσκα με υγρό θρεπτικό μέσο LB-Broth 
Handmade, όγκου 1 L (αναλογία 1:100). Το θρεπτικό υλικό στο οποίο έγινε η ανα-
καλλιέργεια περιείχε επίσης 20 μg/mL καναμικίνη, 600 mg/L MnCl2 και 100 mg/L 
πυριδοξίνη. Από το παραπάνω θρεπτικό μίγμα, πριν την προσθήκη των κυττάρων, 
απομακρύναμε 1 mL σε κυψελίδα, ως τυφλό μάρτυρα, για την παρακολούθηση της 
ανάπτυξης των κυττάρων μέσω φασματοφωτομετρίας (λ=600 nm). Η ανάπτυξη των 
βακτηριακών κυττάρων έγινε σε ανακινούμενο επωαστήρα σε θερμοκρασία 37οC, 
210 rpm, έως ότου η οπτική πυκνότητα σε μήκος κύματος OD600=0,6-0,7. Στη συνέ-
χεια οι φλάσκες με τις υγρές καλλιέργειες τοποθετηθήκαν σε πάγο έως ότου η θερ-
μοκρασία τους φτάσει περίπου τους 18 οC. Ακολούθως, προστέθηκε ο παράγοντας 
επαγωγής της υπερέκφρασης, IPTG, σε τελική συγκέντρωση 0,5 mM στην υγρή καλ-
λιέργεια. Η υπερέκφραση έγινε σε ψυχώμενο ανακινούμενο επωαστήρα στους 18 
oC, 210 rpm για 16 ώρες. Μετά το πέρας της υπερέκφρασης τα κύτταρα συλλέχτη-
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καν με φυγοκέντρηση σε μεγάλα δοχεία φυγοκέντρησης (250 mL) σε 5000 rpm, για 
30 λεπτά, σε θερμοκρασία 4 οC. Το υπερκείμενο απομακρύνθηκε και συλλέχτηκε το 
ίζημα. Το ίζημα διαλυτοποιήθηκε σε διάλυμα λύσης που περιείχε 20 mM β-GP pH 7, 
0,5 M NaCl, 20 mM ιμιδαζόλιο και 0,5 mM PMSF. Το PMSF προστέθηκε τελευταίο 
λόγω του μικρού χρόνου ημιζωής του. Έπειτα, τα διαλυτοποιημένα κύτταρα έμειναν 
για 10 min σε πάγο παρουσία βενζονάσης (νουκλεάση). Ακολούθησε λύση των κυτ-
τάρων με υπερήχους σε πάγο ως εξής: amplitude 70 %, 30 δευτερόλεπτα εφαρμογή 
υπερήχων /30 δευτερόλεπτα παύση για 5 κύκλους. Τέλος έγινε φυγοκέντρηση για 
1,5 h, 4οC, σε 20.000 g. Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης φιλτράραμε το υπερκεί-
μενο από αποστειρωμένο φίλτρο με διάμετρο πόρων 0,45 μm και αφήσαμε το κυτ-
ταρόλυμα στον πάγο. Η απομόνωση της hlGP έγινε σε τρία βήματα με χρήση του 
αυτοματοποιημένου συστήματος ÄKTA-FPLC (201).  
 
Πρώτο βήμα: IMAC με ακινητοποιημένα Ni2+σε σφαιρίδια σεφαρόζης (His-Trap, 
GE Healthcare)  
Η εξισορρόπηση της στήλης πραγματοποιείται με διάλυμα 20 mM β-GP pH 7, 0,5 M 
NaCl, 20 mM ιμιδαζόλιο (διάλυμα A) με ροή 0,3 mL/min. Η εισαγωγή του δείγματος 
γίνεται με ροή 0.3 mL/min και συλλέγονται κλάσματα όγκου 10 mL (flow through). Η 
πλύση της στήλης γίνεται με το διάλυμα Α με ροή 0,5 mL/min και συλλέγονται κλά-
σματα όγκου 5 mL (Wash). Η έκλουση της πρωτεΐνης από τη στήλη γίνεται με ροή 
0.5 mL/min με διάλυμα που περιείχε 20 mM β-GP pH 7, 0,5 M NaCl, 0.5 Μ ιμιδαζό-
λιο (διάλυμα Β) και συλλέγονται κλάσματα όγκου 1 mL. Στη συνέχεια γίνεται ανά-
λυση των κλασμάτων σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες 
και συγκεντρώνονται τα κλάσματα που περιέχουν την πρωτεΐνη (202). Το πρωτεϊνι-
κό διάλυμα υπέστη διαπίδυση έναντι διαλύματος 20 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM DTT 
υπό ανάδευση, σε θερμοκρασία 4 οC για 16 ώρες. Η διαπίδυση γίνεται προκειμένου 
να απομακρυνθεί το NaCl, ώστε το δείγμα να μπορέσει να προσδεθεί στη δεύτερη 
στήλη, τη στήλη ιοντοανταλλαγής (Resource Q). 
 
Δεύτερο βήμα: Στήλη ιοντοανταλλαγής Resource Q 
Μετά το πέρας των 16 ωρών έγινε συλλογή του πρωτεϊνικού διαλύματος. Σε pH 8 η 
hlGPa έχει αρνητικό φορτίο και ως εκ τούτου μπορεί να προσδεθεί σε στήλη που 
είναι θετικά φορτισμένη, όπως η στήλη Resource Q. Η εξισορρόπηση της στήλης γί-
νεται με διάλυμα 20 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM DTT (διάλυμα A) με ροή 0,5 mL/min. Η 
εισαγωγή του δείγματος έγινε με ροή 0.5 mL/min και συλλέγονται κλάσματα όγκου 
5 mL (flow through). Η πλύση της στήλης γίνεται με διάλυμα Α όπου συλλέγονται 
κλάσματα όγκου 5 mL (wash). Η έκλουση της πρωτεΐνης από τη στήλη γίνεται με δι-
αβάθμιση συγκέντρωσης διαλύματος Β που περιείχε 20 mM Tris-HCl pH 8, 1 M NaCl, 
1 mΜ DTT (διάλυμα Β) και συλλέγονται κλάσματα όγκου 1 mL. Πιο συγκεκριμένα η 
έκλουση γίνεται για χρονικό διάστημα 40 min, από 0-40 % του διαλύματος Β, δηλα-
δή σε κάθε κλάσμα (1 mL) το NaCl αυξάνται ανά 20 mM. Μετά το πέρας της έκλου-
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σης με διαβάθμιση συγκέντρωσης γίνεται εφαρμογή 100 % του διαλύματος Β ώστε 
να απομακρυνθούν οι ισχυρά προσδεδεμένες πρωτεΐνες στη στήλη (199). Στη συνέ-
χεια έγινε ανάλυση των κλασμάτων σε πηκτή πολυακριλαμιδίου υπό αποδιατακτι-
κές συνθήκες. Τα κλάσματα που περιέχουν τη hlGP σε υψηλή καθαρότητα συλλέγο-
νται και ακολουθεί προσδιορισμός της ολικής συγκέντρωσης πρωτεϊνών, ενώ προ-
στίθενται και η πρωτεάση TEV σε αναλόγια 1 mg TEV για 40 mg ολικής πρωτεΐνης.   
 
Τρίτο βήμα: IMAC με ακινητοποιημένα Ni2+σε σφαιρίδια σεφαρόζης  
Η εξισορρόπηση της στήλης γίνεται με διάλυμα 20 mM Tris-HCl pH 8, 0,5 M NaCl, 20 
mM ιμιδαζόλιο (διάλυμα A) με ροή 0,5 mL/min. Η εφαρμογή του δείγματος πραγ-
ματοποιείται με ροή 0,3 mL/min και συλλέγονται κλάσματα όγκου 5 mL, στα οποία 
αναμένεται να βρίσκεται η τμημένη πρωτεΐνη (flow through). Η πλύση της στήλης 
γίνεται με ροή 0,5 mL/min με το διάλυμα Α όπου και συλλέγονται κλάσματα όγκου 
5 mL (wash). Η έκλουση της άτμητης πρωτεΐνης από τη στήλη πραγματοποιείται με 
ροή 0,5 mL/min μετά την εφαρμογή διαλύματος Β που περιέχει 20 mM Tris-HCl pH 
8, 0,5 M NaCl, 0,5 Μ ιμιδαζόλιο και συλλέγονται κλάσματα του 1 mL. Στη συνέχεια 
γίνεται ανάλυση των κλασμάτων σε πηκτή πολυακριλαμιδίου και συγκεντρώνονται 
τα κλάσματα που περιέχουν την πρωτεΐνη. Στη συνέχεια συμπυκνώνονται με φίλτρο 
συμπύκνωσης με κατώφλι 30 kDa. Ακολουθεί προσδιορισμός της συγκέντρωσης της 
συμπυκνωμένης πρωτεΐνης και προσθήκη ίσου όγκου γλυκερόλης (50 % τελική συ-
γκέντρωση) πριν την αποθήκευσή της σε θερμοκρασία -20οC. 
4.10 Καθαρισμός της μυϊκής γ-καταλυτικής υπομονάδας της κινάσης της φωσφο-
ρυλάσης του γλυκογόνου (rmPhK-γ-trunc) 
Πειραματική διαδικασία: 
Η rmPhK-γ-trunc εκφράζεται ως διαλυτή πρωτεΐνη και εντοπίζεται στο υπερκείμενο 
κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες ανάπτυξης και επαγωγής, σύμφωνα με προη-
γούμενες μελέτες. Το γονίδιο rmPhK-γ-trunc βρίσκεται κλωνοποιημένο στο φορέα 
έκφρασης pGEX-6P1. Ο φορέας αυτός προσδίδει στην πρωτεΐνη μια επικράτεια 
γλουταθειόνης (GST) στο αμινοτελικό της άκρο, η οποία λειτούργει ως ετικέτα συγ-
γένειας κατά την απομόνωση της πρωτεΐνης. Αυτή η πρωτεϊνική χίμαιρα θα αναφέ-
ρεται παρακάτω ως GST-rmPhK-γ-trunc. Με σκοπό το καθαρισμό της πρωτεΐνης 
πραγματοποείται μετασχηματισμός βακτηρίων E. coli στελέχους B834 (DE3)-plyss με 
τη μέθοδο του θερμικού σοκ (chemocompetent). Μετά το πέρας της επώασης 50 μL 
της υγρής καλλιέργειας των μετασχηματισμένων κυττάρων επιστρώνονται σε τρυ-
βλία με θρεπτικό μέσο LB Agar, στα οποία έχει προστεθεί το αντιβιοτικό αμπικιλλίνη 
σε τελική συγκέντρωση 50 μg/mL και χλωροαμφενικόλη σε τελική συγκέντρωση 34 
μg/mL, με γυάλινο διανομέα (πιπέτα pasteur). Τα τρυβλία επωάζονται για 14-16 
ώρες σε θερμαινόμενο θάλαμο θερμοκρασίας 37 οC. Από το τρυβλίο που επιστρώ-
θηκε με κύτταρα και μετασχηματίστηκαν, έγινε επιλογή αποικιών και εμβολιασμός 
κάθε μοναδιαίας αποικίας σε 50 mL LB Broth Handmade που περιέχει αμπικιλλίνη 
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σε τελική συγκέντρωση 50 μg/mL και χλωροαμφενικόλη σε τελική συγκέντρωση 34 
μg/mL. Ακολούθησε επώαση των καλλιεργειών για 16 ώρες σε θερμοκρασία 37 oC 
υπό ανακίνηση 210 rpm. Στη συνέχεια μέρος της υγρής καλλιέργειας μεταφέρθηκε 
σε αποστειρωμένη φλάσκα με υγρό θρεπτικό μέσο LB-Broth, όγκου 1 L (σε αναλογία 
1:100). Το θρεπτικό υλικό στο οποίο έγινε η ανακαλλιέργεια περιείχε τις ίδιες συ-
γκεντρώσεις σε αντιβιοτικά. Από το παραπάνω θρεπτικό μίγμα, πριν την προσθήκη 
των κυττάρων, απομακρύναμε 1 mL σε κυψελίδα, ως τυφλό μάρτυρα για την παρα-
κολούθηση της ανάπτυξης των κυττάρων. Η ανάπτυξη των βακτηριακών κυττάρων 
έγινε σε ανακινούμενο επωαστήρα σε θερμοκρασία 37 οC, 210 rpm, έως ότου η ο-
πτική πυκνότητα σε μήκος κύματος 600 nm φτάσει σε τιμή 0,6-0,7. Στη συνέχεια οι 
φλάσκες τοποθετηθήκαν σε πάγο έως ότου η θερμοκρασία τους φτάσει περίπου 
τους 18 οC. Ακολούθως, προστέθηκε ο παράγοντας επαγωγής της υπερέκφρασης, 
IPTG, σε τελική συγκέντρωση 0,1 mM. Η υπερέκφραση έγινε σε ψυχόμενο ανακι-
νούμενο επωαστήρα σε θερμοκρασία 18oC, 210 rpm για 16 ώρες. Μετά το πέρας 
της υπερέκφρασης οι υγρές καλλιέργειες τοποθετηθήκαν σε πάγο, ώστε να σταμα-
τήσει η υπερέκφραση και τα κύτταρα συλλέχθηκαν με φυγοκέντρηση σε μεγάλα δο-
χεία φυγοκέντρησης (250 mL) σε 5000rpm, για 30 λεπτά, σε θερμοκρασία 4οC. Το 
υπερκείμενο απομακρύνθηκε και συλλέχθηκε το ίζημα. 
Το ίζημα διαλυτοποιήθηκε σε διάλυμα που περιείχε 50 mM Hepes, 0,2 M NaCl, 0.1 
% v/v MTG, 5 % γλυκερόλη (v/v) και 1 mM PMSF, pH 8,2. Το PMSF προστέθηκε τε-
λευταίο λόγω του μικρού χρόνου ημιζωής του. Έπειτα, τα διαλυτοποιημένα κύτταρα 
έμειναν για 10 λεπτά σε πάγο παρουσία βενζονάσης. Ακολούθησε λύση των κυττά-
ρων με υπερήχους σε πάγο ως εξής: amplitude 70%, 30 δευτερόλεπτα εφαρμογή 
υπερήχων/30 δευτερόλεπτα παύση για 3 κύκλους. Τέλος έγινε φυγοκέντρηση για 
1,5 h, σε θερμοκρασία 4οC, 20.000 g. Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης φιλτράρα-
με το υπερκείμενο από αποστειρωμένο φίλτρο με πόρους διαμέτρου 0,45 μm και 
αφήσαμε το κυτταρόλυμα στον πάγο. Η απομόνωση της rmPhK-γ-trunc έγινε σε τρία 
βήματα με χρήση του αυτοματοποιημένου συστήματος ÄKTA-FPLC. 
 
Πρώτο βήμα: Στήλη συγγένειας GST (Protino GST 4B, Macherey-Nagel) 
Η εξισορρόπηση της στήλης πραγματοποιείται με εφαρμογή του διαλύματος που 
περιέχει 50 mM KH2PO4, 0,2 M NaCl, 0,1 % v/v MTG, 5 % v/v γλυκερόλη, pH 8,2 (διά-
λυμα A) με ροή 0,5 mL/min. Η εισαγωγή του δείγματος στη στήλη γίενται με ροή 0,5 
mL/min και συλλέγονται κλάσματα όγκου 10 mL (flow through). Η πλύση της στήλης 
γίενται από το διάλυμα Α και συλλέγονται κλάσματα όγκου 5 mL (wash). Η έκλουση 
της πρωτεΐνης από τη στήλη πραγματοποείται ΄ύστερα από εφαρμογή του διαλύμα-
τος Β που περιείχε 50 mM KH2PO4, 0,2 M NaCl, 0,1 % (v/v) MTG, 5 % (v/v) γλυκερόλη 
και 20 mM GSH, pH 8,2 (διάλυμα Β) και συλλέγονται κλάσματα όγκου 1 mL. Στη συ-
νέχεια ακολουθεί ανάλυση των κλασμάτων σε πηκτή πολυακριλαμίδης υπό αποδια-
τακτικές συνθήκες. Τα κλάσματα τα οποία περιείχαν την GST-rmPhK-γ-trunc συγκε-
ντρώθηκαν και προσδιορίστηκε η ολική συγκέντρωση πρωτεϊνών με τη μέθοδο 
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Bradford. Έπειτα προστέθηκε η πρωτεάση 3C σε αναλογία 1mg 3C ανά 20mg πρω-
τεΐνης. Στη συνέχεια, το πρωτεϊνικό μίγμα αφήνεται σε θερμοκρασία 4oC, για 16 
ώρες. Μετά τη τμήση της ετικέτας συγγένειας, θα παραχθεί GST, GST-rmPhK-γ-trunc 
όπου δεν επετεύχθη η τμήση και rmPhK-γ-trunc απουσία της ετικέτας συγγένειας.  
 
Δεύτερο βήμα: Στήλη συγγένειας HiTrap Blue sepharose HP (Cibacron Blue F3G-A, 
GE HeathCare). 
Προκειμένου να συνεχίσουμε με το δεύετερο στάδιο καθαρισμού διεξήχθη αραίω-
ση του δείγματος με διάλυμα που περιείχε 50 mM KH2PO4, 0,1 % (v/v) MTG, 5 % 
(v/v) γλυκερόλη, pH 8,2 σε αναλογία 1:4, ώστε η συγκέντρωση του NaCl να γίνει 50 
mM. Η παραπάνω διαδικασία πραγματοποιείται γιατί σε συγκέντρωση NaCl 200 
mM η πρωτεΐνη δε θα μπορέσει να προσδεθεί στη στήλη. Η εξισορρόπηση της στή-
λης πραγματοποιήθηκε με εφαρμογή του διαλύματος Α 50 mM KH2PO4, 50 mM 
NaCl, 0,1 % (v/v) MTG, 5 % (v/v) γλυκερόλη, pH 8,2 (διάλυμα A) με ροή 0,5 mL/min. 
Η εισαγωγή του δείγματος γίνεται με ροή 0.5 mL/min και συλλέγονται κλάσματα 
όγκου 10 mL (flow through). Η πλύση της στήλης γίνεται από το διάλυμα Α και συλ-
λέγονται κλάσματα όγκου 5 mL (wash). Η έκλουση της πρωτεΐνης από τη στήλη 
πραγματοποείται σε δύο βήματα με διάλυμα που περιείχε 50 mM KH2PO4, 2 M 
NaCl, 0,1 % (v/v) MTG, 5 % (v/v) γλυκερόλη, pH 8,2 (διάλυμα Β) και συλλέγονται 
κλάσματα όγκου 1 mL. Αρχικά γίνεται έκλουση με 50 % διαλύματος Β (1 Μ NaCl) και 
στη συνέχεια γίνεται εφαρμογή 100 % διαλύματος Β (2Μ NaCl). Ακολουθεί ανάλυση 
των κλασμάτων σε πηκτή πολυακριλαμίδης με αποδιατακτικές συνθήκες. Τα κλά-
σματα που περιέχουν την πρωτεΐνη συγκεντρώνονται και εφαρμόζονται σε στήλη 
βαρύτητας GST, όπως αναλύεται παρακάτω. 
 
Τρίτο βήμα: Στήλη συγγένειας GST βαρύτητας (Macherey-Nagel) 
Τα διαλύματα Α και Β που χρησιμοποιήσαμε είναι τα ιδία με την στήλη GST από το 
πρώτο βήμα. Το πρωτεϊνικό διάλυμα από το δεύτερο βήμα εφαρμόζεται σε στήλη 
βαρύτητας της οποίας το υλικό αποτελείται από σφαιρίδια που είχαν προσροφημέ-
νη γλουταθειόνη και είχαν εξισορροπηθεί με το διάλυμα Α. Η rmPhK-γ-trunc περι-
μένουμε να μην προσδεθεί στα σφαιρίδια και να απομακρυνθεί στο flow through, 
ενώ η πρωτεάση 3C, η οποία διαθέτει ετικέτα GST, θα πρέπει να συνδεθεί πάνω στη 
στήλη. Στη συνέχεια έγινε πλύση της στήλης με διάλυμα Α και έκλουση των συνδε-
δεμένων πρωτεϊνών με το διάλυμα Β. 
Ακολούθησε ανάλυση των κλασμάτων σε πηκτή πολυακριλαμίδης υπό αποδιατα-
κτικές συνθήκες και συμπύκνωση του κλάσματος που περιείχε την rmPhK-γ-trunc με 
φίλτρο συμπύκνωση με κατώφλι 10 kDa. Στη συμπυκνωμένη πρωτεΐνη προστίθενται 
ίσος όγκος γλυκερόλης (50 % τελική συγκέντρωση) και αποθήκευση της σε θερμο-
κρασία -20 οC. 
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4.11 Δοκιμές έκφρασης του γονιδίου της ανθρώπινης ηπατικής υπομονάδας γ της 
κινάσης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου (hlPhK-γ-trunc).  
4.11.1 Έλεγχος του προτύπου έκφρασης της ανθρώπινης ηπατικής γ-καταλυτικής 
υπομονάδας της κινάσης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου  
Με σκοπό τον έλεγχο του προφίλ έκφρασης της hlPhK-γ-trunc εξετάσθηκε η κυττα-
ρική σειρά BL21-Gold (DE3). Η επαγωγή της υπερέκφρασης πραγματοποιήθηκε τόσο 
σε διαφορετικές συγκεντρώσεις επαγωγέα (IPTG) όσο και σε διάφορες θερμοκρασί-
ες. Με αυτό τον τρόπο πραγματοποιήθηκε έλεγχος έκφρασης της ανασυνδυασμέ-
νης πρωτεΐνης τόσο στο διαλυτό κλάσμα που ήταν και το επιθυμητό, όσο και στο 
αδιάλυτο κλάσμα με τη μορφή έγκλειστων σωματίων. 
 
Πειραματική Διαδικασία 
4.11.1.1 Επαγωγή υπερέκφρασης σε θερμοκρασία 37ο C: 40 mL αποστειρωμένου 
θρεπτικού μέσου LB Broth, στο οποίο έχει προστεθεί καναμικίνη σε τελική συγκέ-
ντρωση 20 μg/mL, εμβολιάζονται από καλλιέργεια των 5 mL, σε αναλογία 1/100, 
που είχε αναπτυχθεί για 16 ώρες. Ακολουθεί επώαση σε θερμοκρασία 37 οC υπό 
συνεχή ανάδευση (210 rpm) μέχρις ότου η απορρόφηση της οπτικής πυκνότητας να 
έχει τιμή OD600nm=0,5-0,7 (η καλλιέργεια βρίσκεται στην εκθετική φάση ανάπτυξης). 
Στη συνέχεια η καλλιέργεια επάγεται, με σκοπό την υπερέκφραση της ανασυνδυα-
σμένης πρωτεΐνης. Πιο συγκεκριμένα η καλλιέργεια διαιρείται σε 4 σωλήνες τύπου 
falcon χωρητικότητας 50 mL (4 x 10 mL καλλιέργειας) οι οποίοι ονομάστηκαν: 
“control”,“0.1”, “0.5” και “1”. Στο σωλήνα “control” δεν προστίθενται επαγωγέας, 
στο σωλήνα “0.1” προστίθενται επαγωγέας (IPTG) σε τελική συγκέντρωση 0.1 mM, 
στο σωλήνα “0.5” προστίθενταιεπαγωγέας (IPTG) σε τελική συγκέντρωση 0.5 mM 
και στο σωλήνα “1” προστίθενται επαγωγέας (IPTG) σε τελική συγκέντρωση 1 mM. 
Οι καλλιέργειες μετά την επαγωγή της υπερέκφρασης αφήνονται να αναπτυχθούν 
για ακόμη 4h σε θερμοκρασία 37 οC υπό συνεχή ανάδευση (210 rpm). Μετά το πέ-
ρας της επωάσης, οι καλλιέργειες τοποθετούνται σε πάγο και φυγοκεντρούνται σε 
5000 rpm, για 10 λεπτά, σε θερμοκρασία 4 οC. Το υπερκείμενο απορρίπτεται και τα 
κυτταρικά ιζήματα αποθηκεύονται σε θερμοκρασία -20 οC. Το διάλυμα λύσης πε-
ριείχε 20 mM Tris/HCl (pH 8,2)- 0,2 M NaCl- 0,1% (v/v) MTG. Η πλήρης λύση των 
κυττάρων γίνεται σε 1 κύκλο των 3 δευτερολέπτων, όπου η συσκευή υπερήχων επί 
3 δευτερόλεπτα παρήγαγε υπερήχους εύρους 50%, σε συνεχόμενους κύκλους, οι 
οποίοι διαπερνούσαν το κυτταρόλυμμα. Κατά τη διάρκεια της λύσης με υπερήχους 
αυξάνεται κατά πολύ η θερμοκρασία του διαλύματος, για το λόγο αυτό, η λύση γί-
νεται ενώ ο σωλήνας (τύπου eppendorf), στον οποίο εμπεριέχεται το διάλυμα προς 
λύση, βρίσκεται σε πάγο ώστε να αποφευχθεί η ανεπιθύμητη αυτή αύξηση της θερ-
μοκρασίας. Στη συνέχεια, το διάλυμα των λυμμένων κυττάρων υποβάλλεται σε φυ-
γοκέντρηση σε 13000 rpm, 4οC για 30 λεπτά. Μετά τη φυγοκέντρηση, συλλέγεται 
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τόσο το ίζημα όσο και το υπερκείμενο και γίνεται ανάλυση σε πηκτή πολυακριλαμι-
δίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες. 
 
4.11.1.2 Επαγωγή υπερέκφρασης σε χαμηλή θερμοκρασία 18 οC: 40 mL αποστει-
ρωμένου θρεπτικού μέσου LB Broth, στο οποίο έχει προστεθεί καναμικίνη σε τελική 
συγκέντρωση 20 μg/mL, εμβολιάζονται από καλλιέργεια των 5 mL, σε αναλογία 
1/100, που είχε αναπτυχθεί για 16 ώρες. Ακολουθεί επώαση σε θερμοκρασία 37 οC 
υπό συνεχή ανάδευση (210 rpm) μέχρις ότου η απορρόφηση της οπτικής πυκνότη-
τας να έχει τιμή OD600nm=0,5-0,7 (η καλλιέργεια βρίσκεται στην εκθετική φάση ανά-
πτυξης). Στη συνέχεια η καλλιέργεια επάγεται, με σκοπό την υπερέκφραση της ανα-
συνδυασμένης πρωτεΐνης. Πιο συγκεκριμένα η καλλιέργεια διαιρείται σε 4 σωλήνες 
τύπου falcon χωρητικότητας 50 mL (4 x 10 mL καλλιέργειας) οι οποίοι ονομάστηκαν: 
“control”,“0.1”, “0.5” και “1”. Στο σωλήνα “control” δεν προστίθενται επαγωγέας, 
στο σωλήνα “0.1” προστίθενται επαγωγέας (IPTG) σε τελική συγκέντρωση 0.1 mM, 
στο σωλήνα “0.5” προστίθενταιεπαγωγέας (IPTG) σε τελική συγκέντρωση 0.5 mM 
και στο σωλήνα “1” προστίθενται επαγωγέας (IPTG) σε τελική συγκέντρωση 1 mM. 
Οι καλλιέργειες μετά την επαγωγή της υπερέκφρασης αφήνονται να αναπτυχθούν 
για ακόμη 16h σε θερμοκρασία 18 οC υπό συνεχή ανάδευση (210 rpm). Μετά το πέ-
ρας της επωάσης, οι καλλιέργειες τοποθετούνται σε πάγο και φυγοκεντρείται σε 
5000 rpm, για 10 λεπτά, σε θερμοκρασία 4 οC. Ακολούθησε λύση των κυττάρων με 
την ίδια πειραματική διαδικασία που αναφέρθηκε παραπάνω (εδάφιο 4.15.1). 
4.12 Καθαρισμός της ανθρώπινης κολοβωμένης ηπατικής γ-καταλυτικής υπομο-
νάδας της κινάσης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου (hlPhK-γ-trunc) 
Πειραματική διαδικασία: 
Το βελτιστοποιημένο γονίδιο της ανθρώπινης ηπατικής  γ-καταλυτικής υπομονάδας 
της κινάσης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου (hlPhK-γ-trunc) βρίσκεται κλωνο-
ποιημένο στο φορέα έκφρασης pΕΤ-42a(+). Ο φορέας αυτός προσδίδει στην πρω-
τεΐνη μια επικράτεια γλουταθειόνης (GST) στο αμινοτελικό της άκρο, η οποία λει-
τουργεί ως ετικέτα συγγένειας κατά την απομόνωση της πρωτεΐνης.  
Αρχικά, πραγματοποιήθηκε μετασχηματισμός βακτηρίων E. coli στελέχους BL21 
Gold (DE3) με τη μέθοδο του θερμικού σοκ. Μετά το πέρας της επώασης 50 μL της 
υγρής καλλιέργειας των μετασχηματισμένων κυττάρων επιστρώνεται σε τρυβλία με 
θρεπτικό μέσο LB Agar, στα οποία έχει προστεθεί το αντιβιοτικό καναμικίνη σε τελι-
κή συγκέντρωση 20 μg/mL, με γυάλινο διανομέα (πιπέτα pasteur). Τα τρυβλία ε-
πωάζονται για 14-16 ώρες σε θερμαινόμενο θάλαμο θερμοκρασίας 37 οC. Από το 
τρυβλίο που επιστρώθηκε με κύτταρα και μετασχηματίστηκαν, έγινε επιλογή αποι-
κιών και εμβολιασμός κάθε μοναδιαίας αποικίας σε 50 mL LB Broth Handmade που 
περιέχει αντιβιοτικό καναμικίνη σε τελική συγκέντρωση 20 μg/mL. Ακολούθησε ε-
πώαση των καλλιεργειών για 16 ώρες σε θερμοκρασία 37 oC υπό ανακίνηση 210 
rpm. Στη συνέχεια μέρος της υγρής καλλιέργειας μεταφερθήκαν σε αποστειρωμένη 
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φλάσκα με υγρό θρεπτικό μέσο LB-Broth Handmade, όγκου 1 L (σε αναλογία 1:100). 
Το θρεπτικό υλικό στο οποίο έγινε η ανακαλλιέργεια περιείχε τις ίδιες συγκεντρώ-
σεις σε αντιβιοτικό. Από το παραπάνω θρεπτικό μίγμα, πριν την προσθήκη των κυτ-
τάρων, απομακρύναμε 1 mL σε κυψελίδα, ως τυφλό μάρτυρα για την παρακολού-
θηση της ανάπτυξης των κυττάρων. Η ανάπτυξη των βακτηριακών κυττάρων έγινε 
σε ανακινούμενο επωαστήρα στους 37 οC, 210 rpm, έως ότου OD600nm = 0,5-0,7. Οι 
φλάσκες τοποθετούνται σε πάγο έως ότου η θερμοκρασία τους φτάσει περίπου 
τους 18οC. Ακολούθως, προστίθενται ο παράγοντας επαγωγής της υπερέκφρασης 
IPTG, σε τελική συγκέντρωση 0,5 mM. Η υπερέκφραση έγινε σε ψυχόμενο ανακι-
νούμενο επωαστήρα σε θερμοκρασία 18 oC, 210 rpm για 16 ώρες. Μετά το πέρας 
της υπερέκφρασης οι υγρές καλλιέργειες φυγοκεντρούνται σε μεγάλα δοχεία φυγο-
κέντρησης (250 mL) σε 5000 rpm, για 30 min, σε θερμοκρασία 4οC. Το υπερκείμενο 
απομακρύνθηκε και συλλέχθηκε το ίζημα. 
Το ίζημα διαλυτοποιείται σε διάλυμα που περιείχε 50 mM Hepes, 0,2 M NaCl, 0.1 
v/v % MTG, 5 % γλυκερόλη (v/v) και 1 mM PMSF, pH 7,4. Το PMSF προστίθενται τε-
λευταίο λόγω του μικρού χρόνου ημιζωής του. Έπειτα, τα διαλυτοποιημένα κύτταρα 
παραμένουν για 10 λεπτά σε πάγο παρουσία βενζονάσης. Ακολουθεί λύση των κυτ-
τάρων με υπερήχους σε πάγο ως εξής: amplitude 70%, 30 δευτερόλεπτα εφαρμογή 
υπερήχων/30 δευτερόλεπτα παύση για 5 κύκλους. Τέλος, πραγματοποιείται φυγο-
κέντρηση για 1,5 h, 4οC, 20.000 g. Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης φιλτράρεται 
το υπερκείμενο από αποστειρωμένο φίλτρο με πόρους διαμέτρου 0,45 μm. Η απο-
μόνωση της hlPhK-γ-trunc γίνεται σε 3 βήματα με χρήση του αυτοματοποιημένου 
συστήματος ÄKTA-FPLC. 
 
Πρώτο βήμα: Στήλη συγγένειας GST (Protino GST 4B, Macherey-Nagel) 
Η εξισορρόπηση της στήλης πραγματοποιείται με εφαρμογή του διαλύματος Α 50 
mM KH2PO4, 0,2 M NaCl, 0,1 % MTG, 5 % (v/v) γλυκερόλη, pH 8,2 (διάλυμα A) με ροή 
0,5 mL/min. Η εισαγωγή του δείγματος στη στήλη γίνεται με ροή 0,5 mL/min και 
συλλέγονται κλάσματα όγκου 5 mL (flow through). Η πλύση της στήλης γίνεται με το 
διάλυμα Α και συλλέγονται κλάσματα όγκου 5 mL (wash). Η έκλουση της πρωτεΐνης 
από τη στήλη πραγματοποιείται ύστερα από εφαρμογή του διαλύματος Β που πε-
ριέχει 50 mM KH2PO4, 0,2 M NaCl, 0,1 % (w/v) MTG, 5 % (v/v) γλυκερόλη και 20 mM 
GSH, pH 8,2 (διάλυμα Β) και συλλέγονται κλάσματα του 1 mL. Ακολουθεί ανάλυση 
των κλασμάτων σε πηκτή πολυακριλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Τα κλά-
σματα τα οποία περιείχαν την GST-hlPhK-γ-trunc συγκεντρώνονται και προσδιορίζε-
ται η ολική συγκέντρωση πρωτεϊνών με τη μέθοδο Bradford. Έπειτα προστίθενται η 
πρωτεάση 3C σε αναλογία 1mg 3C ανά 20mg πρωτεΐνης. Στη συνέχεια, το πρωτεϊνι-
κό μίγμα αφήνεται σε θερμοκρασία 4oC, για  16 ώρες. Αφού γίνει τμήση της ετικέτας 
συγγένειας, παράγεται GST, GST-hlPhK-γ-trunc άτμητη, και hlPhK-γ-trunc τμημένη. 
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Δεύτερο βήμα: Στήλη συγγένειας HiTrap Blue sepharose HP (Cibacron Blue F3G-A, 
GE HeathCare). 
Στη συνέχεια πραγματοποιείται αραίωση του δείγματος με διάλυμα που περιείχε 50 
mM KH2PO4, 0,1 % (v/v) MTG, 5 % (v/v) γλυκερόλη, pH 8,2 σε αναλογία 1:4, ώστε η 
συγκέντρωση του NaCl να γίνει 50 mM. Η διαδικασία αυτή γίνεται γιατί σε συγκέ-
ντρωση NaCl 200 mM η πρωτεΐνη δεν θα μπορέσει να προσδεθεί στη στήλη. Η εξι-
σορρόπηση της στήλης γίνεται με διάλυμα 50 mM KH2PO4, 50 mM NaCl, 0,1 % (v/v) 
MTG, 5 % (v/v) γλυκερόλη, pH 8,2 (διάλυμα A) με ροή 0,5 mL/min. Η εισαγωγή του 
δείγματος γίνεται με ροή 0,5 mL/min και συλλέγονται κλάσματα όγκου 10 mL (flow 
through). Η πλύση της στήληςγίνεται με το διάλυμα Α και συλλέγονται κλάσματα 
όγκου 5 mL (wash). Η έκλουση της πρωτεΐνης από τη στήλη πραγματοποιείται σε 
τρία βήματα με διάλυματα που περιέχει 50 mM KH2PO4, 2 M NaCl, 0,1 % (v/v) MTG, 
5 % (v/v) γλυκερόλη, pH 8,2 (διάλυμα Β)  καθώς και διάλυμα Γ το οποίο περιέχει 20 
mM Hepes, 0,1% (v/v) MTG, 5% (v/v) γλυκερόλη, pH 6,8. Συλλέγονται κλάσματα ό-
γκου 1 mL. Αρχικά γίνεται έκλουση με 50 % (1 Μ NaCl) και 100 % διαλύματος Β (2Μ 
NaCl) και στη συνέχεια γίνεται εφαρμογή του διαλύματος Γ. Ακολούθως αναλύονται 
τα κλάσματα σε πηκτή πολυακριλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Τα κλά-
σματα που περιείχαν την πρωτεΐνη συγκεντρώνονται και εφαρμόζονται σε στήλη 
βαρύτητας GST, όπως αναλύεται παρακάτω. 
 
Τρίτο βήμα: Στήλη συγγένειας GST βαρύτητας (Macherey-Nagel) 
Ως διάλυμα Α χρησιμοποιείται το διάλυμα Γ της HiTrap Blue sepharose HP, ενώ ως 
διάλυμα Β χρησιμοποιείται το ίδιο με της στήλης GST από το πρώτο βήμα. Το πρω-
τεϊνικό διάλυμα από το δεύτερο βήμα εφαρμόζεται σε στήλη βαρύτητας της οποίας 
το υλικό αποτελείται από σφαιρίδια που έχουν προσροφημένη. Η hlPhK-γ-trunc πε-
ριμένουμε να μην προσδεθεί στα σφαιρίδια και να απομακρυνθεί στο flow through, 
ενώ η πρωτεάση 3C, η οποία διαθέτει ετικέτα GST, θα πρέπει να συνδεθεί πάνω στη 
στήλη. Στη συνέχεια γίνεται πλύση της στήλης με διάλυμα Γ και έκλουση των συν-
δεδεμένων πρωτεϊνών με το διάλυμα Β. 
Ακολουθεί ανάλυση των κλασμάτων σε πηκτή πολυακιρλαμιδίου υπό αποδιατακτι-
κές συνθήκες και συμπύκνωση του κλάσματος που περιείχε την hlPhK-γ-trunc με 
φίλτρο συμπύκνωση με κατώφλι 10 kDa. Σε μία ποσότητα της συμπυκνωμένης πρω-
τεΐνης προστίθενται ίσος όγκος γλυκερόλης (50 % τελική συγκέντρωση) και αποθή-
κλευσή της στους -20 οC, ενώ η υπόλοιπη ποσότητα οδηγείται για δοκιμές κρυστάλ-
λωσης. 
4.13 Διερεύνηση των συνθηκών κρυστάλλωσης της hlPhK με τη μέθοδο της καθή-
μενης σταγόνας 
Πειραματική Διαδικασία 
Στη παρούσα μελέτη έγινε σάρωση ~300 συνθηκών κρυστάλλωσης με τη χρήση του 
Robot κρυσταλλώσεων (OryxNano Douglas Instruments), και συγκεκριμένα με τη 
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μέθοδο της καθήμενης σταγόνας. Χρησιμοποιήσαμε τρία εμπορικά kits αρχικά, και 
στη συνέχεια έγινε βελτιστοποίηση των συνθηκών κρυστάλλωσης. Τα εμπορικά kits 
που χρησιμοποιήθηκαν ήταν το Structure Screen I&II (Molecular Dimensions), το 
JBScreen Basic (1-4) και το JBScreen Kinase (1-4) της εταιρείας Jena Bioscience. Για 
τη πειραματική διαδικασία χρησιμοποιήθηκαν πιάτα κρυσταλλώσεων 96 θέσεων 
τύπου Swissci ‘MRC’ two drop plates SW2T-PS/1-10 της εταιρείας Douglas Instru-
ments. Τα βοθρία εξισορρόπησης (Reservoir) συμπληρώθηκαν με τη βοήθεια πολυ-
πιπέτας με 50 μL από το εκάστοτε διάλυμα των kits. Το τριβλίο στη συνέχεια προ-
σαρμόστηκε στην ειδική θέση του robot. Ο συνολικός όγκος της σταγόνας ρυθμί-
στηκε στα 0,5 nL, ενώ η αναλογία  πρωτεϊνικού διαλύματος – διαλύματος κατακρή-
μνισης στην αρχή ήταν 1:1 και 2:1. Μετά το πέρας της διαδικασίας (έγχυση σταγό-
νων), το τρυβλίο  καλύφθηκε με διάφανη ταινία η οποία θα επέτρεπε τη μετέπειτα 
πορεία παρακολούθησης των αποτελεσμάτων κρυστάλλωσης. Τα τρυβλία αποθη-
κεύτηκαν σε θερμοκρασία 16oC, και η παρατήρηση των αποτελεσμάτων πραγματο-
ποιούνταν ανά τακτά χρονικά διαστήματα των 72 ωρών, όπου και σημειωνόταν οι 
παρατηρήσεις των σταγόνων. Από τις ~ 300 συνθήκες περιοριστήκαμε σε πολύ λιγό-
τερες οι οποίες μας έδωσαν ενθαρρυντικά αποτελέσματα. Τέλος, έγινε προσπάθεια 
αναπαραγωγής των συνθηκών που έδωσαν αποτελέσματα αυξάνοντας τον όγκο της 
σταγόνας κρυστάλλωσης. 
4.14 Κλωνοποίηση του γονιδίου της human-muscle PHKA με PCR, με σκοπό την 
απομόνωση και τον εκτενή καθαρισμό για βιοφυσικές μεθόδους 
Τα πρώτα βήματα για την επιτυχή έκφραση μιας διαλυτής πρωτεΐνης αρχίζουν με 
την κλωνοποίηση του γονιδίου στόχου στο φορέα έκφρασης που περιέχει υποκινη-
τή. Κατά αυτόν τον τρόπο επιτρέπεται η αυστηρή ρύθμιση της μεταγραφής και η 
έκφραση σε ένα ελεγχόμενο περιβάλλον. Η ικανότητα ελέγχου των επιπέδων έκ-
φρασης είναι ένα βασικό στοιχείο στην επιλογή των βακτηριακών φορέων έκφρα-
σης (203).  Ένα από τα πιο δημοφιλή συστήματα που χρησιμοποιούνται σε πολυά-
ριθμες ερευνητικές και φαρμακευτικές εφαρμογές είναι οι φορείς που βασίζονται 
στον υποκινητή Τ7 (204). Αυτοί οι φορείς έκφρασης περιέχουν έναν υποκινητή Τ7 ο 
οποίος δεν αναγνωρίζεται από την κυτταρική RNA πολυμεράση και επομένως με 
αυτό το τρόπο παρεμποδίζει την έκφραση στελεχών που δεν περιέχουν εξωγενές 
γονίδιο πολυμεράσης RNA Τ7. Η επαγωγή της έκφρασης της πολυμεράσης RNA Τ7 
έχει ως αποτέλεσμα την επακόλουθη εισαγωγή ενός κλωνοποιημένου γονιδίου στό-
χου κάτω από τον υποκινητή Τ7 (205). Εξειδικευμένα στελέχη έκφρασης αναπτύ-
χθηκαν γύρω από αυτά τα συστήματα, που περιέχουν ένα χρωμοσωμικό αντίγραφο 
του γονιδίου πολυμεράσης RNA Τ7 (DE3) κάτω από διάφορους υποκινητές.   
4.14.1 Βελτιστοποίηση του γονιδίου 
Η βελτιστοποίηση των γονιδίων γίνεται με σκοπό την μέγιστη υπερέκφραση της 
πρωτεΐνης που εμφανίζει δυσκολίες λόγω των προβλημάτων που δημιουργούνται 
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και μπορεί να εντοπίζονται στην αποικοδόμηση της πρωτεΐνης ή στην ανεπαρκή με-
τάφραση. Η ανεπαρκής μετάφραση είναι ένα σύνηθες πρόβλημα και οφείλεται σε 
δομικά χαρακτηριστικά του mRNA, καθώς και στην ανικανότητα του βακτηρίου να 
‘διαβάσει’ κάποιες συγκεκριμένες τριπλέτες κωδικονίων των ευκαρυωτών. Όλες οι 
τριπλέτες του mRNA δε χρησιμοποιούνται στην ίδια ποσότητα. Υπάρχουν κάποια 
από τα κύρια κωδικώνια που απαντώνται σε πρωτεΐνες με υψηλά επίπεδα έκφρα-
σης, υπάρχουν όμως και τα ‘σπάνια’ κωδικώνια (rare codons) που συναντώνται σε 
γονίδια με χαμηλά επίπεδα έκφρασης (Πίνακας 16) (206). Αποτέλεσμα αυτού είναι 
πως για ένα γονίδιο που περιέχει πληθώρα τέτοιων κωδικωνίων το βακτήριο αδυ-
νατεί να τα διαβάσει, δηλαδή τα προσπερνάει, με αποτέλεσμα τη δημιουργία έντο-
νων προβλημάτων κατά την έκφραση (ενδεχομένως να είναι και μηδενικής έκφρα-
σης). Ακόμα εντονότερο παρουσιάζεται το πρόβλημα όταν τα κωδικώνια αυτά βρί-
σκονται κοντά στο 5΄-τελικό άκρο του mRNA ή σε συμπλέγματα, γιατί αυξάνεται η 
πιθανότητα περικεκομμένων προϊόντων, με άμεση συνέπεια την παρατήρηση χα-
μηλών επιπέδων έκφρασης. Η βελτιστοποίηση γίνεται προκειμένου να επιτευχθεί  
αλλαγή των κωδικονίων της πρωτεΐνης στόχευσης που περιέχουν κατά μεγάλο πο-

























Πίνακας 16: Οι τριπλέτες κωδικωνίων που δε χρησιμοποιούνται συχνά από την E. coli (207). 
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4.14.2 Αλυσιδωτή αντίδραση πολύμερασης (PCR) 
Το βελτιστοποιημένο γονίδιο της υπομονάδας α της ανθρώπινης μυϊκής κινάσης της 
φωσφορυλάσης (hmPHKA) του γλυκογόνου ενισχύθηκε με PCR. Η αλυσιδωτή αντί-
δραση πολυμεράσης (polymerase chain reaction, PCR) επιτρέπει να αντιγράψουμε 
επιλεκτικά μια αλληλουχία DNA χωρίς τη μεσολάβηση ζωντανού οργανισμού. Απο-
τελεί μία μέθοδος βιοχημείας σχετικά με την απομόνωση και τον πολλαπλασιασμό 
μίας αλληλουχίας DNA, μέσω της ενζυμικής αναπαραγωγής του DNA από το ένζυμο 
DNA Polymerase. Η γνώση της αλληλουχίας του γονιδίου που θα κλωνοποιηθεί εί-
ναι εξ’ αρχής αναγκαία με σκοπό τη δημιουργία ολιγοουκλεοτιδίων (εκκινητών) 
DNA, που το καθένα θα πρέπει να είναι συμπληρωματικό με μία από τις αλυσίδες 
του δίκλωνου DNA. Ένας πλήρης κύκλος μιας PCR αντίδρασης περιλαμβάνει τρία 
στάδια: 
1. Μετουσίωση του DNA κλώνου κατά την οποία το δίκλωνο DNA μετατρέπεται σε 
μονόκλωνο 
2. Προσθήκη συμπληρωματικών βάσεων δεοξυριβονουκλεοτιδίων (μέσω του ενζύ-
μου Taq Polymerase) στο 3’ άκρο κάθε εκκινητή και επέκταση της αλυσίδας  
3. Σχηματισμός δύο νέων συμπληρωματικών κλώνων με αποτέλεσμα το διπλασια-
σμό του DNA στόχου 
Για να πραγματοποιηθεί ο κύκλος των τριών σταδίων, θα πρέπει τα δείγματα να 
επωαστούν σε τρεις διαφορετικές θερμοκρασίες, μέσω ειδικού μηχανήματος που 
ονομάζεται θερμοκυκλοποιητής (thermal cyclers). Το δίκλωνο DNA αποδιατάσσεται 
με θέρμανση σε θερμοκρασία 95-98˚C. Επειδή οι εκκινητές βρίσκονται σε περίσσει-
α, πραγματοποιείται υβριδισμός με τις συμπληρωματικές αλληλουχίες του DNA εκ-
μαγείου ύστερα από μείωση της θερμοκρασίας του δείγματος σε 50-60 ˚C. Τελευ-
ταίο βήμα είναι η επώαση σε θερμοκρασία 72 ˚C με σκοπό την επιμήκυνση των εκ-
κινητών από μία θερμοανθεκτική πολυμεράση, παρουσία των τεσσάρων νουκλεοτι-
δίων. 
Στη συνέχεια, οι νεοσύστατοι κλώνοι με τη σειρά τους χρησιμοποιούνται ως εκμα-
γεία για την in vitro σύνθεση του DNA. Μετά από 20 με 30 κύκλους της αντίδρασης 
πραγματοποιείται ο αποτελεσματικός πολλαπλασιασμός του DNA (208). 
Πειραματική διαδικασία 
Η αντίδραση PCR ξεκινάει με ένα στάδιο μετουσίωσης θερμοκρασίας 98 οC 30 δευ-
τερολέπτων. Ακολουθούν 30 κύκλοι, καθένας από τους οποίους αποτελείται από 
ένα βήμα μετουσίωσης σε θερμοκρασία 98 οC για 30 δευτερόλεπτα, ένα στάδιο υ-
βριδισμού για την σύνδεση των εκκινητών σε θερμοκρασία 72 οC για 1 λεπτό και 20 
δευτερόλεπτα και ένα στάδιο πολυμερισμού κατά το οποίο δρα η πολυμεράση σε 
θερμοκρασία 72 οC για 10 λεπτά (Πίνακας 18). Έτσι, μετά το πέρας της αντίδρασης 
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ενίσχυσης των επιθυμητών γονιδίων, προκύπτουν προϊόντα που στα άκρα τους φέ-
ρουν θέσεις κοπής για τα περιοριστικά ένζυμα που έχουν επιλεχθεί.  
Για την ενίσχυση του γονιδίου χρησιμοποιήθηκαν οι παρακάτω εκκινητές (primers) 
(Eurofins) (Πίνακας 17), πρόσθιος και ανάστροφος αντίστοιχα, οι οποίοι αποτελούν 
εξειδικευμένα ολιγονουκλεοτίδια και φέρουν στο 5’ άκρο τους αλληλουχίες ανα-
γνώρισης περιοριστικών ενζύμων. 
Πρόσθιος εκκινητής  
5΄-AGTCGGTCTCCCATGCGTAGCGCTCAAACTCG-3΄ 




GC Content  50%, Tm=81 οC 
Πίνακας 17: Οι δύο εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση του γονιδίου. 
 
Συστατικά Όγκος Τελικές Συγκε-
ντρώσεις 
5X Phusion HF 10μL 1X 
Premixed dNTPs 
(10 mM) 
1 μL 200μM 
Εκκινητές Forward 
(10μM) 
2,5μL 0,5 μM 
ΕκκινητέςReverse 
(10μM) 
2,5μL 0,5 μM 
Template (DNA) 10μL 10ng 
Phusion 0,5μL 0,02 U/μL 
Sterile Η2Ο 23,5 μL  
Συνολικός όγκος 50μL  
Πίνακας 18: Τα συστατικά και οι αντίστοιχες συγκεντρώσεις στα οποία πραγματοποιήθηκε η αλυσι-
δωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR). 
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4.14.3 Έλεγχος των προϊόντων της αντίδρασης PCR με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 
αγαρόζης 
Η ηλεκτροφόρηση πηκτής αγαρόζης είναι ο πλέον αποτελεσματικός τρόπος διαχω-
ρισμού θραυσμάτων DNA ποικίλων μεγεθών που κυμαίνονται από 100 bp έως 25kb, 
ενώ η συγκέντρωση της αγαρόζης που θα χρησιμοποιηθεί εξαρτάται από το μέγε-
θος του προς μελέτη δείγματος. Τα μόρια DNA φορτώνονται στο πήκτωμα αγαρόζης 
ύστερα από τη προσθήκη κατάλληλης ποσότητας ρυθμιστικού διαλύματος ηλε-
κτροφόρησης (ώστε η τελική συγκέντρωση του διαλύματος να είναι 1X). Η ένταση 
του ρεύματος που εφαρμόζεται κυμαίνεται μεταξύ 90-110 V. 
Η ανίχνευση των μορίων στο πήκτωμα γίνεται με τη χρήση χρωστικής Midori Green, 
με την οποία επωάζεται το πήκτωμα, προτού αρχίζει η πήξη του, σε αναλογία 
1:10.000. Η χρωστική Midori Green εκπέμπει φθορισμό μετά την πρόσδεσή της σε 
μόρια DNA. Έχει δύο δευτερεύουσες κορυφές απορρόφησης (~300 nm, ~400 nm) 
και μία κύρια περίπου σε μήκος κύματος 500 nm. Η εκπομπή φθορισμού γίνεται σε 
μήκος κύματος ~540 nm (209). 
 
Πειραματική διαδικασία 
1. Παρασκευή πηκτής 1 % (w/v): Σε 40 mL ρυθμιστικού διαλύματος TAE 1X προστί-
θεται 0,4 g αγαρόζη και το διάλυμα θερμαίνεται, σε φούρνο μικροκυμμάτων, μέχρι 
βρασμού ώστε να διαλυθεί πλήρως η αγαρόζη. Το διάλυμα αφήνεται να κρυώσει σε 
θερμοκρασία 50-60 ˚C και προστίθενται 4 μL Midori Green. Αναμιγνύεται καλά και 
τοποθετείται σε ειδική θήκη με τη χτένα όπου αφήνεται να πήξει. Αφού η πηκτή 
σταθεροποιηθεί αφαιρείται με προσοχή η χτένα και η πηκτή τοποθετείται στη συ-
σκευή ηλεκτροφόρησης μαζί με διάλυμα TAE 1X. Η πηκτή πρέπει να καλύπτεται 
πλήρως από το διάλυμα ηλεκτροφόρησης. 
2. Τοποθέτηση των δειγμάτων: Λαμβάνονται 18 μL από τις αντιδράσεις PCR, στα 
οποία προστίθενται 2 μL ρυθμιστικού διαλύματος (loading buffer) 10X. Στα βοθρία 
της πηκτής φορτώνονται 20 μL από τα δείγματα και εφαρμόζεται τάση δυναμικού 
90 V. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης η πηκτή εκτίθεται σε υπεριώδες φως (UV). 
4.14.4 Η απομόνωση και ο καθαρισμός τμημάτων DNA από πηκτή αγαρόζης έγινε 
με βάση το πρωτόκολλο PCR Clean-up Gel Extraction (Macherey-Nagel) 
1) Εξαγωγή του τμήματος DNA - Διάλυση της πηκτής 
Αρχικά εξάγεται από την πηκτή αγαρόζης η ζώνη με το τμήμα του DNA που επιθυ-
μούμε να απομονώσουμε με την βοήθεια ενός αποστειρωμένου νυστεριού. Η εξα-
γωγή πραγματοποιείται άμεσα (λόγω της έκθεσης για την ανίχνευση των ζωνών σε 
UV ακτινοβολία) και με προσοχή ώστε να ελαχιστοποιηθεί όσο το δυνατόν ο περιτ-
τός όγκος της πηκτής. Το κομμάτι αυτό διαλύεται σε ρυθμιστικό διάλυμα NTI σε α-
ναλογία 200 μl ρυθμιστικού διαλύματος για κάθε 100 mg πηκτής αγαρόζης (για πη-
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κτή αγαρόζης μέχρι και <2%). Η διάλυση επιτυγχάνεται με θέρμανση της πηκτής σε 
θερμοκρασία 50°C για 10 λεπτά με ανάδευση ανά 3 λεπτά. 
2) Δέσμευση του DNA  
Το δείγμα φορτώνεται σε στήλη, η οποία τοποθετείται σε ένα σωλήνα τύπου Ep-
pendorf (collecting tube) των 2mL. Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 30 δευτερόλεπτα 
στις 11000 g, απομακρύνεται το έκλουσμα και επανατοποθετείται η στήλη στο σω-
λήνα συλλογής. 
3) Πλύση της μεμβράνης σιλικόνης 
Ακολούθως, προστίθενται ακόμη 700 μL NT3 ρυθμιστικού διαλύματος, πραγματο-
ποιείται φυγοκέντρηση για 30 δευτερόλεπτα στις 11000g και απομακρύνεται το έ-
κλουσμα. Η στήλη επανατοποθετείται στο σωλήνα τύπου eppendorf.  
4) Ξήρανση της μεμβράνης σιλικόνης 
Τα δείγμα φυγοκεντρείται για 1 λεπτό στις 11000g με σκοπό τη πλήρη απομάκρυν-
ση του οποιουδήποτε ρυθμιστικού διαλύματος. Το βήμα αυτό είναι απαραίτητο 
γιατί έτσι επιτυγχάνεται η απομάκρυνση της αιθανόλης που περιέχει το ρυθμιστικό 
διάλυμα NT3, η οποία είναι πιθανόν να αναστείλει ακόλουθες αντιδράσεις. 
5) Έκλουση του DNA 
Ακολούθως, η στήλη μεταφέρεται σε νέο σωλήνα τύπου eppendorf και προστίθε-
νται 30 μL του NE buffer που είχε προθερμανθεί. Ακολουθεί επώαση σε θερμοκρα-
σία 70°C για 2 λεπτά με σκοπό την αύξηση της απόδοσης της έκλουσης του DNA. 
Τέλος, πραγματοποιείται φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 11000g. Το εκλουόμενο 
DNA φυλάσσεται σε θερμοκρασία -20 οC.  
4.14.5 Διπλή Πέψη  
Ο καθαρισμός του προϊόντος της PCR (1778 bp) πραγματοποιήθηκε με το kit καθα-
ρισμού Nucleo Spin Gel και το PCR Clean-up kit, και έπειτα από ηλεκτροφόρησή του 
σε πηκτή αγαρόζης 1%, ακολούθησαν οι πέψεις του προϊόντος της PCR με τα ένζυμα 
περιορισμού BsaI και XhoI για το γονίδιο. Για τον πλασμιδιακού φορέα κλωνοποίη-
σης pETM-11 (Εικόνα 42), πραγματοποιήθηκε πέψη με τα ένζυμα περιορισμού 
NcoIHF και XhoI. Οι πέψεις πραγματοποιήθηκαν ταυτόχρονα στη θερμοκρασία των 
37 oC (και για τα δύο ένζυμα) για 2 ώρες. Η απενεργοποίησή τους πραγματοποιήθη-
κε μέσω της ανόδου της θερμοκρασίας στους 80 oC για 20 λεπτά. Πιο συγκεκριμένα 
με σκοπό τη πέψη του πλασμιδιακού φορέα σε αντίδραση τελικού όγκου 50μL, χρη-
σιμοποιήθηκαν 3μgπλασμιδίου, 20 units κάθε ενζύμου (περίσσεια) και το διάλυμα 
NEBuffer 4 10x (που περιελάμβανε την πρωτεΐνη BSA) σε τελική συγκέντρωση 1X. Για 
την πέψη του προϊόντος της PCR χρησιμοποιήθηκαν 1 μgDNA, 20 units κάθε ενζύμου 
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(περίσσεια) και το διάλυμα πέψης CutSmartBuffer 10x σε τελική συγκέντρωση 1X, σε 
αντίδραση όγκου 50 μL.  
 
Εικόνα 42:Πλασμιδιακός φορέας κλωνοποίησης pETM-11 
4.14.6 Ένθεση του γονιδίου στο φορέα κλωνοποίησης 
Τα προϊόντα πέψης ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 0,8%, καθαρίστηκαν με 
το kit NucleoSpinGel και PCR Clean-up kit, ενώ φωτομετρήθηκαν σε μήκος κύματος 
260 nm προκειμένου να προσδιοριστεί η συγκέντρωσή τους. Ακολούθησε η αντί-
δραση λιγάσης σε αναλογία γονιδίου:φορέα, 3:1. Πιο συγκεκριμένα σε αντίδραση 
τελικού όγκου 20 μL, προστέθηκαν 120 ng DNA φορέα, 350 ng DNA ενθέματος, διά-
λυμα λιγάσης 10x σε τελική συγκέντρωση 1x και 350U T4 DNA ligase. Η αντίδραση 
πραγματοποιήθηκε σε θερμοκρασία 16 oC για 2 ώρες. Παράλληλα με την αντίδραση 
λιγάσης πραγματοποιήθηκε και μια αντίδραση ελέγχου, η οποία περιείχε ότι και η 
αντίδραση λιγάσης εκτός του ενθέματος. Η αντίδραση ελέγχου πραγματοποιήθηκε 
προκειμένου να διασφαλισθεί ότι η κυκλοποίηση του φορέα συμβαίνει λόγω της 
ένθεσης του τμήματος DNA και αποφεύγεται η κυκλοποίηση του φορέα λόγω συνέ-
νωσης των άκρων του, αν και κολλώδη – μη συμπληρωματικά, καθώς προκύπτουν 
από πέψη με διαφορετικά ένζυμα περιορισμού. 
4.14.7 Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων E.coli XL1Blue 
Το προϊόν αντίδρασης λιγάσης εισήχθη σε δεκτικά κύτταρα E.coli XL1Blue με τη μέ-
θοδο του θερμικού σοκ. Μετά από 16 ώρες σε θερμοκρασία 37 oC, παρατηρήθηκε ο 
σχηματισμός βακτηριακών αποικιών στο τρυβλίο που επιστρώθηκε με τα κύτταρα 
που μετασχηματίστηκαν με το πλασμίδιο και που φέρουν το ένθεμα. Στη συνέχεια 
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έγινε επιλογή πέντε αποικιών και εμβολιασμός κάθε αποικίας σε θρεπτικό υλικό 
παρουσία του αντιβιοτικού επιλογής (καναμικίνη 20 μg/mL). Ακολούθησε επώαση 
των καλλιεργειών για 16 ώρες σε θερμοκρασία 37 oC υπό ανακίνηση 210 rpm, απο-
μόνωση πλασμιδίου με το kit NucleoSpin Plasmid. Έγινε και πάλι διπλή πέψη του 
προϊόντος λιγάσης με 1 μg με τα ένζυμα περιορισμού XhoI και BamHIHF (20 units) σε 
διάλυμα NEBuffer 4, στις ίδιες συνθήκες που περιγράφηκαν προηγουμένως, για την 
επιβεβαίωση της ένθεσης του γονιδίου. Τα πλασμίδια στα οποία φαίνεται να έχει 
εισαχθεί το ένθεμα (1, 4, 5), αποστάλθηκαν για αλληλούχιση (Εικόνα 87). 
4.15.1 Δοκιμή έκφρασης της πρωτεΐνης hmPHKA (χημική μέθοδος μετασχηματι-
σμού) 
Πραγματοποιήθηκε μετασχηματισμός βακτηρίων E. coli στελέχους BL21-Gold (DE3) 
με τη μέθοδο του θερμικού σοκ (chemocompetent). Μετά το πέρας της επώασης 50 
μL της υγρής καλλιέργειας των μετασχηματισμένων κυττάρων επιστρώνεται σε τρυ-
βλία με θρεπτικό μέσο LB Agar, στα οποία έχει  προστεθεί το αντιβιοτικό καναμικίνη 
σε τελική συγκέντρωσης 20 μg/mL, με γυάλινο διανομέα (πιπέτα pasteur). Τα τρυ-
βλία επωάζονται για 14-16 ώρες σε ξηρό θερμαινόμενο θάλαμο θερμοκρασίας 37 
οC. Σημειώνεται ότι όλες οι διαδικασίες που περιλαμβάνουν μεταχείριση βακτηρίων 
και αποστειρωμένων θρεπτικών μέσων, γίνονται υπό στείρες συνθήκες.  
Σε αποστειρωμένους σωλήνες τύπου falcon (50 mL) που περιέχουν υγρό θρεπτικό 
μέσο LB Broth (10 mL) και καναμικίνη σε τελική συγκέντρωση 20 μg/mL μεταφέρε-
ται μία αποικία από τα παραπάνω τρυβλία. Λαμβάνεται 1 mL του θρεπτικού μέσου 
μετά την προσθήκη του αντιβιοτικού, το οποίο θα αποτελεί το μάρτυρα κατά τη 
φασματοφωτομετρική παρακολούθηση της πορείας της καλλιέργειας. Στη συνέχεια, 
οι σωλήνες επωάζονται σε θερμοκρασία 37 οC υπό ανάδευση (210 rpm). Η καλλιέρ-
γεια παρακολουθείται φασματοφωτομετρικά λαμβάνοντας 1 mL καλλιέργειας ανά 
τακτά χρονικά διαστήματα και γνωρίζοντας ότι τα βακτήρια ανά 20 λεπτά διαιρού-
νται, μπορεί να υπολογιστεί ο χρόνος επώασης της καλλιέργεια μέχρι να φτάσει να 
έχει OD600nm= 0.5-0.7 Ǻ, όπου και θεωρείται, για το συγκεκριμένο βακτηριακό στέ-
λεχος, πως η καλλιέργεια θα βρίσκεται στο μέγιστο σημείο της εκθετικής φάσης ό-
που και θα ξεκινήσει η επαγωγή της έκφρασης. Μόλις η απορρόφηση της καλλιέρ-
γειας είναι η κατάλληλη γίνεται προσθήκη IPTG τελικής συγκέντρωσης 0.5 mΜ. Η 
υπερέκφραση επάγεται για 3 ώρες σε θερμοκρασία 37 οC υπό ανάδευση (210 rpm). 
Στις καλλιέργειες που θα γίνει επαγωγή σε θερμοκρασία 15 οC τα κύτταρα ψύχονται 
σε πάγο για διάστημα 10 λεπτών και στη συνέχεια γίνεται επαγωγή Ο/Ν, 15 οC υπό 
ανάδευση (210 rpm). Μετά το πέρας της επαγωγής η καλλιέργεια των βακτηρίων 
φυγοκεντρείται στις 5000rpm/4οC για 10 λεπτά. Το υπερκείμενο απορρίπτεται κα-
θώς αποτελεί το θρεπτικό μέσο και το κυτταρικό ίζημα φυλάσσεται σε θερμοκρασία 
-20 οC. Το ίζημα επαναδιαλύεται σε ρυθμιστικό διάλυμα λύσης. Το διάλυμα λύσης 
περιέχει 20 mM Tris/HCl (pH 8.2)- 0.2M NaCl. Η πλήρης λύση των κυττάρων γίνεται 
μέσω υπερήχων σε 1 κύκλο των 3 δευτερολέπτων, όπου η συσκευή υπερήχων επί 3 
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δευτερόλεπτα παράγει υπερήχους εύρους 50%, σε συνεχόμενους κύκλους, οι οποί-
οι διαπερνούν το κυτταρόλυμμα. Κατά τη διάρκεια της λύσης με υπερήχους αυξάνε-
ται κατά πολύ η θερμοκρασία του διαλύματος, για το λόγο αυτό, η λύση γίνεται ενώ 
ο σωλήνας (τύπου eppendorf), στον οποίο εμπεριέχεται το διάλυμα προς λύση, βρί-
σκεται σε πάγο ώστε να αποφευχθεί η ανεπιθύμητη αύξηση της θερμοκρασίας. Στη 
συνέχεια, το διάλυμα των λυμμένων κυττάρων υποβάλλεται σε φυγοκέντρηση στις 
13000rpm/4οC για 30 λεπτά. Μετά τη φυγοκέντρηση, συλλέγεται τόσο το ίζημα όσο 
και το υπερκείμενο και γίνεται ανάλυση τους σε πηκτή υπό αποδιατακτικές συνθή-
κες (SDS-PAGE). 
4.15.2 Δοκιμή έκφρασης της πρωτεΐνης hmPHKA παρουσία μοριακών συνοδών 
(ηλεκτρική μέθοδος μετασχηματισμού) 
Ως μοριακοί συνοδοί θεωρούνται οι πρωτεΐνες που διευκολύνουν τα νεοσυντιθέμε-
να πολυπεπτίδια να αποκτήσουν σωστή τριτοταγή δομή, να μεταφερθούν με ασφά-
λεια σε υποκυτταρικά οργανίδια ή να αποικοδομηθούν σε περιπτώσεις δημιουργίας 
ενδιάμεσων μη παραγωγικών δομών ή συσσωματωμάτων (210). Η δράση αυτή των 
μοριακών συνοδών επιτυγχάνεται με ελεγχόμενους κύκλους δέσμευσης και αποδέ-
σμευσης στα πρωτεϊνικά υποστρώματά τους και πραγματοποιείται με κατανάλωση 
ενέργειας που προέρχεται από την υδρόλυση της ATP (211).  
Η μεγάλης κλίμακα έκφραση ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών είναι απαραίτητη για τη 
μελέτη της δομής και της λειτουργίας των πρωτεϊνών. Έχει αναπτυχθεί μια ποικιλία 
συστημάτων έκφρασης, που παράγουν υψηλά επίπεδα πρωτεϊνών. Το E. coli χρησι-
μοποιείται συνήθως ως ξενιστής για τη παραγωγή μεγάλης ποσότητας πρωτεΐνης 
επειδή είναι ένα απλό σύστημα που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να εκφράσει μια 
μεγάλη ποικιλία πρωτεϊνών. Ωστόσο, η έκφραση στο βακτηριακό σύστημα Ε. coli 
συχνά οδηγεί σε διάφορα προβλήματα, όπως ο σχηματισμός σωμάτιων εγκλεισμού 
και η αποικοδόμηση των πρωτεϊνών από πρωτεάσες. Αυτά τα προβλήματα εμφανί-
ζονται συχνά στη έκφραση πρωτεϊνών σε Ε. coli  και οφείλονται στη κακή αναδί-
πλωση των εκφρασμένων πρωτεϊνών. Οι μοριακές συνοδοί (chaperones) συμμετέ-
χουν στην αναδίπλωση πρωτεϊνών, ενώ μέχρι σήμερα πολλές μελέτες έχουν πραγ-
ματοποιηθεί με σκοπό να διευκρινιστούν οι μηχανισμοί της in vivo αναδίπλωσης 
(Εικόνα 43). Η εταιρεία Takara Bio's χρησιμοποιεί μια διαφορετική σειρά 5 πλασμι-
δίων (Εικόνα 44), όπου τα πλασμίδια έχουν σχεδιαστεί με τέτοιο τρόπο που επιτρέ-
πουν την αποτελεσματική έκφραση των διαφόρων μοριακών συνοδών με απώτερο 
στόχο τη σωστή αναδίπλωση των πρωτεϊνών. Έχει αναφερθεί ότι η συν-έκφραση 
μιας πρωτεΐνης στόχου με ένα από αυτά τα πλασμίδια πρόσδεσης αυξάνει την έκ-
φραση της πρωτεΐνης στο διαλυτό μέρος. Το βέλτιστο πλασμίδιο που θα επιλεγεί 
για τη συνέκφραση πρωτεΐνης και μοριακών συνοδών ποικίλει ανάλογα με τη πρω-
τεΐνη στόχο. 
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Εικόνα 43: Πιθανό μοντέλο για τη σωστή αναδίπλωση των πρωτεϊνών με τη χρήση μοριακών 
συνοδών. 
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Pzt-1 Tetracycline Chloroamphenicol 
5 pTf16 tig araB 
 
L-arabinose Chloroamphenicol 
Πίνακας 19: Χαρακτηριστικά των πέντε διαφορετικών πλασμιδίων που χρησιμοποιούνται για την 
έκφραση των πρωτεϊνών με τη βοήθεια των μοριακών συνοδών. 
 
Πειραματική Διαδικασία: 
Για τα βακτηριακά κύτταρα που περιέχουν μοριακές συνοδούς (έχουν είδη γίνει 
προδεκτικά-μέσω της ηλεκτρικής μεθόδου), ακολουθήθηκε η μέθοδος μετασχημα-
τισμού με ηλεκτροδιάτρηση (electrocompetent). Μετά το πέρας της επώασης 50 μL 
(ύστερα από αραίωση 1:100) της υγρής καλλιέργειας των μετασχηματισμένων κυτ-
τάρων επιστρώνεται σε τρυβλία με θρεπτικό μέσο LB Agar, στα οποία έχει προστε-
θεί το αντιβιοτικό καναμικίνη και χλωροαμφενικόλη σε τελικές συγκέντρωσεις 20 
μg/mL και 34 μg/mL αντίστοιχα, με γυάλινο διανομέα (πιπέτα pasteur). Τα τρυβλία 
επωάζονται για 10-12 ώρες σε ξηρό θερμαινόμενο θάλαμο θερμοκρασίας 37οC. Ση-
μειώνεται ότι όλες οι διαδικασίες που περιλαμβάνουν μεταχείριση βακτηρίων και 
αποστειρωμένων θρεπτικών μέσων, γίνονται υπό στείρες συνθήκες.  
 
Σε αποστειρωμένους σωλήνες τύπου falcon (50 mL) που περιέχουν υγρό θρεπτικό 
μέσο LB Broth (10 mL), καναμικίνη σε τελική συγκέντρωση 20 μg/mL και χλωροαμ-
φενικόλη σε τελική συγκέντρωση 34 μg/mL, προστίθενται επίσης και ο επαγωγέας 
της μοριακής συνοδού. Πιο συγκεκριμένα στις καλλιέργειες που προέρχονται από 
τα πλασμίδια 2, 3, 5 προστίθενται L-arabinose σε τελική συγκέντρωση 0,5 mg/mL ως 
επαγωγέας των μοριακών συνοδών, ενώ στα πλασμίδια 1, και 4 προστίθενται 10 
ng/mL. Αρχικά μεταφέρεται μία αποικία από τα παραπάνω τρυβλία σε υγρό θρεπτι-
κό. Πριν λαμβάνεται 1 mL του θρεπτικού μέσου μετά την προσθήκη των αντιβιοτι-
κών και του επαγωγέα, το οποίο θα αποτελεί το μάρτυρα κατά τη φασματοφωτομε-
τρική παρακολούθηση της πορείας της καλλιέργειας. Στη συνέχεια, οι σωλήνες ε-
πωάζονται σε θερμοκρασία 37οC υπό ανάδευση (210rpm). Οι καλλιέργειες παρακο-
λουθούνται φασματοφωτομετρικά λαμβάνοντας 1 mL καλλιέργειας ανά τακτά χρο-
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νικά διαστήματα και γνωρίζοντας ότι τα βακτήρια ανά 20 λεπτά διαιρούνται, μπορεί 
να υπολογιστεί ο χρόνος επώασης της καλλιέργεια μέχρι να φτάσει να έχει OD600nm= 
0.5-0.7 Ǻ, όπου και θεωρείται, για το συγκεκριμένο βακτηριακό στέλεχος, πως η 
καλλιέργεια θα βρίσκεται στο μέγιστο σημείο της εκθετικής φάσης ανάπτυξης.  Μό-
λις η απορρόφηση της καλλιέργειας είναι η κατάλληλη γίνεται προσθήκη IPTG τελι-
κής συγκέντρωσης 0,5 mΜ. Η υπερέκφραση επάγεται για 3 ώρες σε θερμοκρασία 
37 οC υπό ανάδευση (210 rpm). Στις καλλιέργειες που θα γίνει επαγωγή σε θερμο-
κρασία 15οC τα κύτταρα ψύχονται σε πάγο για διάστημα 20 λεπτών και στη συνέ-
χεια γίνεται επαγωγή Ο/Ν, σε θερμοκρασία 15οC υπό ανάδευση (210 rpm). Μετά το 
πέρας της επαγωγής η καλλιέργεια των βακτηρίων φυγοκεντρείται στις 5000 
rpm/4οC για 10 λεπτά. Το υπερκείμενο απορρίπτεται καθώς αποτελεί το θρεπτικό 
μέσο και το κυτταρικό ίζημα φυλάσσεται σε θερμοκρασία -20 οC. Το κυτταρικό ίζη-
μα που συλλέχθηκε μετά την υπερέκφραση, καταψύχεται κατά τη διάρκεια της νύ-
χτας, εναποτίθεται σε πάγο έτσι ώστε να ξεπαγώσει ελαφρώς και να μπορεί να είναι 
εύκολο στη μεταχείριση. Το ίζημα επαναδιαλύεται σε ρυθμιστικό διάλυμα λύσης. 
Το διάλυμα λύσης περιέχει 20 mM Tris-HCl (pH 8,2)- 0,2M NaCl. Η πλήρης λύση των 
κυττάρων γίνεται σε 1 κύκλο των 3 δευτερολέπτων, όπου η συσκευή υπερήχων επί 
3 δευτερόλεπτα και παράγει υπερήχους εύρους 70%, σε συνεχόμενους κύκλους, οι 
οποίοι διαπερνούν το κυτταρόλυμμα. Κατά τη διάρκεια της λύσης με υπερήχους 
αυξάνεται κατά πολύ η θερμοκρασία του διαλύματος, για το λόγο αυτό, η λύση γί-
νεται ενώ ο σωλήνας (τύπου eppendorf), στον οποίο εμπεριέχεται το διάλυμα προς 
λύση, βρίσκεται σε πάγο ώστε να αποφευχθεί η ανεπιθύμητη αυτή αύξηση της θερ-
μοκρασίας. Στη συνέχεια, το διάλυμα των λυμμένων κυττάρων υποβάλλεται σε φυ-
γοκέντρηση στις 13000 rpm/4οC για 30 λεπτά. Μετά τη φυγοκέντρηση, συλλέγεται 
τόσο το ίζημα όσο και το υπερκείμενο και γίνεται ανάλυση τους σε πηκτή υπό απο-
διατακτικές συνθήκες. 
4.16 Έλεγχος του κατάλληλου διαλύματος λύσης με σκοπό τη μείωση δημιουργίας  
συσσωματωμάτων και την αύξηση της διαλυτότητας. 
Η δημιουργία συσσωματωμάτων είναι ένα πρόβλημα κατά τη πειραματική διαδικα-
σία απομόνωσης πρωτεϊνών. Προκειμένου να αποφευχθούν αυτά τα προβλήματα 
υπάρχει  μια μεγάλη ποικιλία από ρυθμιστικούς συνδιαλύτες που μπορούν να χρη-
σιμοποιηθούν με σκοπό τη σωστή αναδίπλωση και την αύξηση της διαλυτότητας 
των πρωτεϊνών (214). Ο μεγάλος αριθμός σταθεροποιητικών συνδιαλυτών καθώς 
και η ποικιλία συγκεντρώσεων που μπορεί να χρησιμοποιηθούν για κάθε πρωτεΐνη 
ανάγει τη διαδικασία σε αρκετά περίπλοκη. Οι περισσότερες δοκιμές στηρίζονται 
στη μέθοδο δοκιμής και σφάλματος. Προκειμένου λοιπόν να βρεθεί το κατάλληλο 
διάλυμα που διατηρεί την πρωτεΐνη σε σταθερή διαλυτή μορφή χρησιμοποιήθηκαν 
αρκετά διαλύματα με διαφορετική σύσταση διαφόρων παραγόντων (π.χ. ήπιων α-
πορρυπαντικών, εύρους pH). Αυτοί οι παράγοντες μπορούν να δράσουν στην αύξη-
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ση της σταθερότητας της πρωτεΐνης, είτε με αναστολή της δημιουργίας συσσωμα-
τωμάτων, είτε σταθεροποιώντας τις πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις (189).  
 
Πειραματική Διαδικασία 
Η διαλυτότητα μιας πρωτεΐνης όπως αναφέρθηκε και παραπάνω εξαρτάται έντονα 
από τη σύσταση του ρυθμιστικού διαλύματος λύσης. Χρησιμοποιώντας μία σάρωση 
πολλών και διαφορετικών διαλυμάτων μπορούμε να έχουμε μια ξεκάθαρη άποψη. 
Το πρωτόκολλο που ακολουθείται περιγράφεται παρακάτω και ακολουθούνται τα 
εξής βήματα: 
1. Αρχικά πραγματοποείται ανάπτυξη των κυττάρων της ως προς μελέτη πρωτεΐνης 
με τις συνθήκες που καταλήξαμε σε προηγούμενες μελέτες. 
2. Στη συνέχεια από την καλλιέργεια των κυττάρων αφαιρείται 1 mL και τοποθετεί-
ται σε σωλήνα τύπου eppendorf.  
3. Ακολουθεί φυγοκέντρηση των σωληναρίων για 5 λεπτά στις 6000 rpm σε μικρο-
φυγόκεντρο, σε θερμοκρασία 4οC. Μετά τη φυγοκέντρηση το υπερκείμενο αποχύνε-
ται. 
4. Στο ίζημα που προκύπτει προστίθενται 100 μL του κατάλληλου ρυθμιστικού δια-
λύματος που περιγράφονται παρακάτω. 
 
Ρυθμιστικά διαλύματα βελτίωσης διαλυτότητας και σταθερότητας 
Διαφορετικές τιμές pH: 
pH 5 (5Ν): 0.05 M Na Acetate buffer, 0.05 M NaCl, 0.005 M EDTA 
pH 6 (6Ν): 0.05 M MES buffer, 0.05 M NaCl, 0.005 M EDTA 
pH 7 (7Ν): 0.05 M Hepes buffer, 0.05 M NaCl, 0.005 M EDTA 
pH 7,5 (7,5Ν): 0.05 M Tris buffer, 0.05 M NaCl, 0.005 M EDTA 
pH 8,5 (8Ν): 0.05 M Tris buffer, 0.05 M NaCl, 0.005 M EDTA 
pH 9,5 (9Ν): 0.05 M Tris buffer, 0.05 M NaCl, 0.005 M EDTA 
Διαφορετικές τιμές συγκέντρωση άλατος: 
0.1S: 0.05 M Tris buffer (pH 7,5), 0.1 M NaCl, 0.005 M EDTA 
0.5S: 0.05 M Tris buffer (pH 7,5), 0.5 M NaCl, 0.005 M EDTA 
1S: 0.05 M Tris buffer (pH 7,5), 1 M NaCl, 0.005 M EDTA 
2S: 0.05 M Tris buffer (pH 7,5), 2 M NaCl, 0.005 M EDTA 
0.1KS: 0.05 M Tris buffer (pH 7,5), 0.1 M KCl, 0.005 M EDTA 
1KS: 0.05 M Tris buffer (pH 7,5), 1 M KCl, 0.005 M EDTA 
Διαφορετικές συγκεντρώσεις ουρίας: 
0.5U: 0.05 M Tris buffer (pH 7,5), 0.5 M Urea, 0.05 M NaCl, 0.005 M EDTA 
1U: 0.05 M Tris buffer (pH 7,5), 1 M Urea, 0.05 M NaCl, 0.005 M EDTA 
2U: 0.05 M Tris buffer (pH 7,5), 2 M Urea, 0.05 M NaCl, 0.005 M EDTA 
3U: 0.05 M Tris buffer (pH 7,5), 3 M Urea, 0.05 M NaCl, 0.005 M EDTA 
4U: 0.05 M Tris buffer (pH 7,5), 4 M Urea, 0.05 M NaCl, 0.005 M EDTA 
5U: 0.05 M Tris buffer (pH 7,5), 5 M Urea, 0.05 M NaCl, 0.005 M EDTA 
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6U: 0.05 M Tris buffer (pH 7,5), 6 M Urea, 0.05 M NaCl, 0.005 M EDTA 
Διαφορετικά απορρυπαντικά ως αποδιατακτικοί παράγοντες: 
X: 0.2 M Tris-HCl buffer (pH 7,5), 0.05 M NaCl, 0.2% v/v Triton X-100 
T: 0.2 M Tris-HCl buffer (pH 7,5), 0.05 M NaCl, 0.2% v/v Tween-20 
D: 0.02M Tris-HCl buffer (pH 7,5), 0.05 M NaCl, 0.2% NP 40 
 
Διαφορετική συγκέντρωση σταθεροποιητή: 
10G 0.02 M Tris-HCl (pH7,5), 0.05 M NaCl, 10% v/v γλυκερόλης 
50G 0.02 M Tris-HCl (pH7,5), 0.05 M NaCl, 50% v/v γλυκερόλης 
 
Τέλος, τα διαλυτοποιημένα κύτταρα φυγοκεντρούνται και λαμβάνεται δείγμα 20 μL. 
Το δείγμα τοποθετείται σε σωλήνα τύπου Eppendorf που περιείχε 5 μL διαλύματος 
Loading Buffer 4X. Ακολουθεί θέρμανση των δειγμάτων σε θερμοκρασία 95 οC για 5 
λεπτά και ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθή-
κες (10%). 
4.17 Απομόνωση και καθαρισμός της ανθρώπινης μυϊκής υπομονάδας α της κινά-
σης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου (hmPHKA) 
Το γονίδιο της ανθρώπινης μυϊκής υπομονάδας α της κινάσης της φωσφορυλάσης 
του γλυκογόνου (hmPHKA), βρίσκεται κλωνοποιημένο στο φορέα έκφρασης pETM-
11. Ο φορέας αυτός προσδίδει στην πρωτεΐνη μια αλληλουχία 6 ιστιδινών, η οποία 
λειτουργεί ως ετικέτα συγγένειας κατά την διαδικασία απομόνωσης της πρωτεΐνης. 
Αρχικά, πραγματοποιείται μετασχηματισμός των βακτηρίων E. coli στελέχους BL21 
Gold (DE3) με την ηλεκτρική μέθοδο. Στα κύττρα έχει προεισαχθεί ο παράγοντας 
Trigger Factor. Μετά το πέρας της επώασης 10 μL της υγρής καλλιέργειας των μετα-
σχηματισμένων κυττάρων επιστρώνονται σε τρυβλία με θρεπτικό μέσο LB Agar, στα 
οποία έχουν προστεθεί τα αντιβιοτικά καναμικίνη σε τελική συγκέντρωση 20 μg/mL 
και χλωροαμφενικόλη σε τελική συγκέντρωση 34 μg/mL, με γυάλινο διανομέα (πι-
πέτα pasteur). Τα τρυβλία επωάζονται για 12 ώρες σε θερμαινόμενο θάλαμο θερ-
μοκρασίας 37 οC. Από το τρυβλίο που επιστρώθηκε με κύτταρα που μετασχηματί-
στηκαν, έγινε επιλογή αποικιών και εμβολιασμός κάθε αποικίας σε 50 mL LB Broth 
στο οποίο προστέθηκαν καναμικίνη (20 μg/mL), χλωροαμφενικόλη (34 μg/mL) και 
αραβινόζη (0.5 mg/mL) που αποτελεί επαγωγέας του μοριακής συνοδού Trigger 
Factor. Οι υγρές βακτηριακές καλλιέργειες αναπτύχθηκαν σε ανακινούμενο επωα-
στήρα σε θερμοκρασία 37 oC, 210 rpm για 8 ώρες. Στη συνέχεια μέρος της υγρής 
καλλιέργειας μεταφέεται σε αποστειρωμένη φλάσκα με υγρό θρεπτικό μέσο LB-
Broth, όγκου 1 L (αναλογία 1:100). Το θρεπτικό υλικό στο οποίο έγινε η ανακαλλιέρ-
γεια περιείχε επίσης 20 μg/mL καναμικίνη, 34 μg/mL χλωροαμφενικόλη και 0.5 
mg/mL αραβινόζη. Από το παραπάνω θρεπτικό μίγμα, πριν την προσθήκη των κυτ-
τάρων, απομακρύναμε 1 mL σε κυψελίδα, ως τυφλό μάρτυρα, για την παρακολού-
θηση της ανάπτυξης των κυττάρων μέσω φασματοφωτομετρίας. Η ανάπτυξη των 
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βακτηριακών κυττάρων γίνεται σε ανακινούμενο επωαστήρα σε θερμοκρασία 37οC, 
210 rpm, έως ότου η οπτική πυκνότητα σε μήκος κύματος 600 nm να φτάσει σε τιμή 
0,5-0,7. Στη συνέχεια οι φλάσκες με τις υγρές καλλιέργειες τοποθετούνται σε πάγο 
έως ότου η θερμοκρασία τους φτάσει περίπου τους 15οC. Ακολούθως, προστίθε-
νταιο ο επαγωγικός παράγοντας της υπερέκφρασης IPTG, σε τελική συγκέντρωση 
0,1 mM στην υγρή καλλιέργεια. Η υπερέκφραση πραγματοποιείται σε ψυχώμενο 
ανακινούμενο επωαστήρα σε θερμοκρασία 15oC, 210 rpm για 16 ώρες. Μετά το πέ-
ρας της υπερέκφρασης τα κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση σε μεγάλα δοχεία 
φυγοκέντρησης (250 mL) σε 5000 rpm, για 30 min, σε θερμοκρασία 4οC. Το υπερ-
κείμενο απομακρύνεται και συλλέγεται το ίζημα. Το ίζημα διαλυτοποιείται σε διά-
λυμα λύσης που περιέχει 50 mM Tris pH 8,2, 0,1 M KCl, 20 mM Imidazole, 1 mM 
DTT, 0,8 mM EDTA, 0,1% v/v Tween, αναστολείς πρωτεασών (Roche) και 0,5 mM 
PMSF. Στη συνέχεια, τα διαλυτοποιημένα κύτταρα μένουν για 10 λεπτά σε πάγο πα-
ρουσία βενζονάσης (νουκλεάση). Ακολουθεί λύση των κυττάρων με υπερήχους σε 
πάγο ως εξής: amplitude 70 %, 30 δευτερόλεπτα εφαρμογή υπερήχων /30 δευτερό-
λεπτα παύση για 5 κύκλους. Τέλος, γίνεται φυγοκέντρηση για 1,5 h, σε θερμοκρασία 
4οC, σε 20.000 g. Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης φιλτράρεται το υπερκείμενο 
από αποστειρωμένο φίλτρο με διάμετρο πόρων 0,45 μm. Η απομόνωση της hmPH-
KA έγινε σε τρία βήματα με χρήση του αυτοματοποιημένου συστήματος ÄKTA-FPLC. 
 
Πρώτο βήμα: Χρήση στήλης IMAC με ακινητοποιημένα Co2+σε σφαιρίδια σεφαρό-
ζης (His-Trap, GE Healthcare) 
Η εξισορρόπηση της στήλης γίνεται με εφαρμογή διαλύματος Α 50 mM Tris pH 8,2, 
0,1 M KCl, 20 mM Imidazole, 1 mM DTT, 0,8 mM EDTA, 0,1% v/v Tween (διάλυμα A). 
Η εισαγωγή του δείγματος γίνεται με ροή 0.3 mL/min και συλλέχθηκαν κλάσματα 
των 10 mL (flow through). Η πλύση της στήλης γίνεται με διάλυμα Α με ροή 0,5 
mL/min και συλλέγονται κλάσματα των 5 mL (Wash). Η έκλουση της πρωτεΐνης από 
τη στήλη πραγματοποιείται με διάλυμα Β που περιέχει 50 mM Tris pH 8,2, 0,1 M 
KCl, 0,5 M Imidazole, 1 mM DTT, 0,8mM EDTA, 0,1% v/v Tween με ροή 0,5 mL/min 
και συλλέγονται κλάσματα του 1 mL. Στη συνέχεια γίνεται ανάλυση των κλασμάτων 
σε πηκτή πολυακριλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Τα κλάσματα που πε-
ριείχαν την πρωτεΐνη συγκεντώνονται. Ακολουθεί διαπίδυση έναντι διαλύματος 20 
mM KH2PO4 pH 8,2, 0,5 mM DTT  και 0,8 mM EDTA υπό ανάδευση, σε θερμοκρασία 
4οC για 16 ώρες. Η διαπίδυση γίνεται για να απομακρυνθεί το άλας, ώστε το δείγμα 
να μπορέσει να προσδεθεί στη δεύτερη στήλη, τη στήλη ιοντοανταλλαγής. 
 
Δεύτερο βήμα: Χρήση στήλη ιοντοανταλλαγής Resource Q (GE, HealtCare) 
Μετά το πέρας των 16 ωρών γίνεται συλλογή του πρωτεϊνικού διαλύματος. Σε pH 
8,2 η hmPHKA έχει αρνητικό φορτίο (θεωρητικό pI: 5,8) και ως εκ τούτου μπορεί να 
προσδεθεί σε στήλη που είναι θετικά φορτισμένη, όπως η στήλη Resource Q. Η εξι-
σορρόπηση της στήλης γίνεται με εφαρμογή του διαλύματος Α 20 mM KH2PO4 pH 
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8,2, 0,5 mM DTT  και 0,8 mM EDTA με ροή 0,5 mL/min. Η εισαγωγή του δείγματος 
γίνεται με ροή 0,5 mL/min και συλλέγονται κλάσματα όγκου 5 mL (flow through). Η 
πλύση της στήλης γίνεται με το διάλυμα Α και συλλέγονται κλάσματα όγκου 5 mL 
(wash). Η έκλουση της πρωτεΐνης από τη στήλη πραγματοποιήθηκε με διαβάθμιση 
συγκέντρωσης διαλύματος Β που περιέχει 20 mM KH2PO4 pH 8,2, 0,5 mM DTT, 0,8 
mM EDTA και 1 M KCl ενώ συλλέγονται κλάσματα όγκου 1 mL. Πιο συγκεκριμένα η 
έκλουση γίνεται για χρονικό διάστημα 40 min, από 0-100 % του διαλύματος Β, δη-
λαδή σε κάθε κλάσμα (1 mL) η συγκέντρωση του KCl αυξανόταν ανά 50 mM. Στη συ-
νέχεια γίνεται ανάλυση των κλασμάτων σε πητκή πολυακριλαμίδης υπό αποδιατα-
κτικές συνθήκες. Τα κλάσματα συγκεντρώνονται και ακολουθεί προσδιορισμός της 
ολικής συγκέντρωσης πρωτεϊνών. Στη συνέχεια πραγματοποιείται διαπίδυση με 
σκοπό την απομάκρυνση του KCl, το οποίο παρεμποδίζει τη σωστή δράση της πρω-
τεάσης. Μετά το πέρας 10 ωρών προστίθενται η πρωτεάση TEV σε αναλόγια 1 mg 
TEV για 40 mg ολικής πρωτεΐνης.  
 
Τρίτο βήμα: Χρήση στήλης IMAC με ακινητοποιημένα Co2+σε σφαιρίδια σεφαρό-
ζης (His-Trap, GE Healthcare) 
Η εξισορρόπηση της στήλης γίνεται με εφαρμογή του διαλύματος Α 20 mM KH2PO4 
pH 8,2, 0,5 mM DTT, 0,8 mM EDTA και 20 mM ιμιδαζόλιο με ροή 0,5 mL/min. Η ε-
φαρμογή του δείγματος γίνεται με ροή 0,3 mL/min και συλλέγονται κλάσματα ό-
γκου 5 mL, στα οποία αναμένεται να βρίσκεται η τμημένη πρωτεΐνη (flow through). 
Η πλύση της στήλης πραγματοποιήθηκε με το διάλυμα Α, ροής 0,5 mL/min ενώ συλ-
λέγονται κλάσματα όγκου 5 mL (wash). Η έκλουση της άτμητης πρωτεΐνης από τη 
στήλη γίνεται με εφαρμογή του διαλύματος Β 20 mM KH2PO4 pH 8,2, 0,5 mM DTT, 
0,8 mM EDTA και 0,5 Μ ιμιδαζόλιο και ροή 0.5 mL/min (διάλυμα Β) ενώ συλλέγο-
νται κλάσματα του 1 mL. Στη συνέχεια γίνεται ανάλυση των κλασμάτων σε πηκτή 
πολυακριλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Τα κλάσματα που περιείχαν την 
πρωτεΐνη συμπυκνώνονται με φίλτρο με κατώφλι 100 kDa. Ακολουθεί ποσοτικός 
προσδιορισμός με Bradford με σκοπό τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης για πε-
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5.1 Απομόνωση φωσφορυλάσης του γλυκογόνου b από σκελετικούς μύες κονί-
κλων 
Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω στο εδάφιο 4.2 η φωσφορυλάση του γλυκογόνου 
απομονώθηκε από σκελετικούς μύες κονίκλων. Ο ποσοτικός προσδιορισμός της 
πρωτεΐνης πραγματοποιήθηκε με μέτρηση της απορρόφησης του δείγματος σε μή-
κος κύματος 280 nm όπως περιγράφηκε.  Με βάση τον νόμο των Beer-Lambert (o 
συντελεστής μοριακής απορρόφησης (ε) είναι 1,32 M-1 cm-1 (215) και το μήκος της 
οπτικής διαδρομής 1 cm) η συγκέντρωση της πρωτεΐνης προσδιορίστηκε σε 139 
mg/mL. Ο τελικός όγκος του πρωτεϊνικού διαλύματος μετρήθηκε  σε 7,2 mL και άρα 
η συνολική απόδοση του καθαρισμού ήταν 500 mg/kg μυϊκού ιστού.   
Η πορεία της απομόνωσης ελέγχθηκε σε κάθε βήμα με ανάλυση σε πηκτή πολυα-
κρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες (Εικόνα 45). 
 
Εικόνα 45: Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου (10%) υπό αποδιατακτικές συνθήκες όπου 
παρουσιάζονται σε κάθε διαδρομή τα διαφορετικά βήματα καθαρισμού. Με Μ εμφανίζεται ο 
μάρτυρας γνωστού μοριακού βάρους. Στη πρώτη διαδρομή εμφανίζεται το δείγμα μετά την όξινη 
καταβύθιση. Στη δεύτερη διαδρομή εμφανίζεται το δείγμα μετά τη καταβύθιση με θειικό αμμώνιο. 
Στη τρίτη, παρουσιάζεται το δείγμα μετά τη θερμική κατεργασία σε υψηλό pH και στην τέταρτη   
μετά την πρώτη ανακρυστάλλωση. Στην πέμπτη, έκτη και έβδομη διαδρομή παρουσιάζονται τα 
δείγματα μετά τη δεύτερη, τρίτη και τέταρτη ανακρυστάλλωση, αντίστοιχα.  
Σύμφωνα με τη παραπάνω εικόνα (Εικόνα 45) είναι εμφανές ότι στα διάφορα στά-
δια καθαρισμού που ακολούθησαν αυξάνεται τόσο ο εμπλουτισμός όσο και η κα-
θαρότητα της πρωτεΐνης. Είναι διακριτή επίσης η αύξηση της καθαρότητας κατά τη 
100 KDa 
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διαδικασία των τεσσάρων ανακρυσταλλώσεων, ενώ το τελικό πρωτεϊνικό δείγμα 
(διαδρομή 7 στη πηκτή πολυακριλαμίδης) είναι υψηλής καθαρότητας (95 %).  
5.1.1 Κινητική μελέτη μυϊκής φωσφορυλάσης του γλυκογόνου (rmGPb-rmGPa) 
Ο προσδιορισμός των κινητικών παραμέτρων (Km, Vmax) διεξήχθη στην κατεύθυνση 
σύνθεσης του γλυκογόνου όπως περιγράφεται στο εδάφιο 4.2.3.3. Η επεξεργασία 
των δεδομένων έγινε με το πρόγραμμα GraFit (187). Οι κινητικές παράμετροι της 
rmGPb υπολογίστηκαν σε Km= 1,69 ± 0,15 mM και Vmax= 55,42 ± 0,74 μmol/min/mg. 
Στην παρακάτω Εικόνα 46 παρουσιάζεται η καμπύλη της ειδικής δραστικότητας ως 
προς τη συγκέντρωση του υποστρώματος (Glc-1-P), ενώ στο ένθετο το διάγραμμα 
Lineweaver-Burk. 
 
Εικόνα 46: Διάγραμμα Michaelis-Menten κινητικής μελέτης της rmGPb σε διάφορες συγκεντρώσεις 
υποστρώματος Glc-1-P (2, 4, 6, 10, 20 mM), στην κατεύθυνση σύνθεσης του γλυκογόνου, υπό 
σταθερή συγκέντρωση AMP (1mM) και γλυκογόνου (0,2% w/v). Το διάγραμμα (σε σχήμα υπερβολής) 
παρουσιάζει τη ταχύτητα ως προς τη συγκέντρωση υποστρώματος. Στο ένθετο βρίσκεται το 
αντίστροφο διάγραμμα γνωστό και ως Lineweaver-Burk από όπου και προκύπτουν οι τιμές Km και 
Vmax. 
Οι κινητικές παράμετροι της rmGPa προσδιορίστηκαν σε Km= 1,15 ± 0,25 mM, και 
Vmax= 73,99 ± 3,05 μmol/min/mg (Εικόνα 47). 
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Εικόνα 47: Διάγραμμα Michaelis-Menten κινητικής μελέτης της rmGPa σε διάφορες συγκεντρώσεις 
υποστρώματος Glc-1-P (2, 4, 6, 10, 20 mM), στην κατεύθυνση σύνθεσης του γλυκογόνου, υπό 
σταθερή συγκέντρωση γλυκογόνου (0,2% w/v). Το διάγραμμα (σε σχήμα υπερβολής) παρουσιάζει τη 
ταχύτητα ως προς τη συγκέντρωση υποστρώματος. Στο ένθετο βρίσκεται το αντίστροφο διάγραμμα 
γνωστό και ως Lineweaver-Burk από όπου και προκύπτουν οι τιμές Km και Vmax. 
5.1.2. Κινητικές και κρυσταλλογραφικές μελέτες φυτικών πολυφαινολικών εκχυ-
λισμάτων  
Τα τελευταία χρόνια ιδιαίτερο ενδιαφέρον έχει αρχίσει να αποκτά η ανάπτυξη αντι-
διαβητικών φαρμάκων από φυσικά προϊόντα. Μέσω αυτών των φυσικών ενώσεων 
μπορούν να ανακαλυφθούν νέοι αντι-υπεργλυκαιμικοί παράγοντες. Επιπροσθέτως, 
είναι δυνατό να προσδιορισθούν νέα ικριώματα ενώσεων που θα μπορούν να χρη-
σιμοποιηθούν για τον σχεδιασμό νέων φαρμάκων μέσω της μεθόδου του κατευθυ-
νόμενου από τη δομή σχεδιασμού φαρμάκων. Στο πλαίσιο αυτό μελετήθηκαν με 
κινητικά και κρυσταλλογραφικά πειράματα πολυφαινολικά εκχυλίσματα παραπρο-
ϊόντων βιομηχανικής χυμοποίησης ροδιού (Punica Granatum) καθώς και εκχυλίσμα-
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5.1.2.1 Αξιολόγηση της ανασταλτικής δράσης πολυφαινολικών εκχυλισμάτων πα-
ραπροϊόντων βιομηχανικής χυμοποίησης ροδιού (Punica Granatum), έναντι της 
φωσφορυλάσης του γλυκογόνου (rmGPb) 
5.1.2.1.1 Κινητικές μελέτες 
Για να εκτιμηθεί η ανασταλτική δράση των εκχυλισμάτων παραπροϊόντων χυμοποί-
ησης ροδιού πραγματοποιήθηκαν κινητικές μελέτες έναντι της rmGPb. Τα εκχυλί-
σματα απομονώθηκαν από διαφορετική ποικιλία, καθώς και από διαφορετικά μέρη 
του φυτού (Πίνακας 20).  
Κωδικός Ποικιλία Μέρος φυτού Τοποθεσία 
συλλογής 
Έτος 
Δείγμα 1 Wonderful Βρώσιμο Κεντρική 
Μακεδονία 
2014 








Δείγμα 3 Wonderful Φλούδα Κεντρική 
Μακεδονία 
2014 




































Δείγμα 10 Wonderful Βρώσιμο Αργολίδα 2013 
Δείγμα 11 Wonderful Φλούδα Αργολίδα 2013 
Δείγμα PO Πορφυρογεννήτη Βρώσιμο Αργολίδα 2013 
Δείγμα W2 Wonderful Μη βρώσιμο Αργολίδα 2012 
Δείγμα X1 Ξινή Βρώσιμο Αργολίδα 2012 
Δείγμα W1 Wonderful Βρώσιμο Αργολίδα 2012 
Δείγμα XINI Ξινή Βρώσιμο Αργολίδα 2012 
Δείγμα X3 Ξινή Ολόκληρος 
Καρπός 
Αργολίδα 2012 
Δείγμα PL Πλούτο Βρώσιμο Αργολίδα 2013 
Δείγμα P1 Περσεφόνη Βρώσιμο Αργολίδα 2012 
Δείγμα PE Περσεφόνη Βρώσιμο Αργολίδα 2013 
Πίνακας 20: Δεδομένα δειγματοληψίας πολυφαινολικών εκχυλισμάτων παραπροϊόντων βιομηχανι-
κής χυμοποίησης ροδιού (Punica Granatum) 
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Όλα τα εκχυλίσματα παρουσίασαν ανασταλτική δράση in vitro, παρουσία σταθερών 
συγκεντρώσεων γλυκογόνου και ΑΜΡ. Όπως είναι προφανές από τις τιμές αναστο-
λής, τα εκχυλίσματα είναι πιο ισχυρά έναντι της rmGPb σε σύγκριση με το φυσιολο-
γικό της αναστολέα, την α-D-γλυκόζη (IC50 =828,7 ± 18,0 μg/mL). Αυτό που είναι α-
κόμη πιο ενδιαφέρον είναι ότι 3 από τα 19 εκχυλίσματα που μελετήθηκαν παρου-
σιάζουν ισχυρή ανασταλτική δράση με τιμές IC50 μικρότερες από 10 μg/mL. Ακολου-
θούν 9 δείγματα με τιμές IC50 10-20 μg/mL, ενώ υπάρχουν και 7 δείγματα με τιμές 
IC50 μεγαλύτερες του 20 μg/mL όπως παρουσιάζονται στον Πίνακας 21 και στην Ει-
κόνα 48. 
Δείγματα IC50 (g/mL) 
α-D-γλυκόζη 828,7 ± 18,0 
Δείγμα 1 25,4  ± 0,2 
Δείγμα 2 13,8  ± 0,4 
Δείγμα 3 12,8  ± 0,5 
Δείγμα 4 18,1 ± 0,7 
Δείγμα 6 37,1 ± 0,2 
Δείγμα 7 16,3 ± 0,3 
Δείγμα 8 8,5 ± 0,2 
Δείγμα 9 37,1 ± 0,8 
Δείγμα 10 19,6 ± 0,6 
Δείγμα 11 7,9 ± 0,1 
Δείγμα PO  18,5 ± 1,2 
Δείγμα W2 11,7 ± 0,4 
Δείγμα X1 36,8 ± 0,1 
Δείγμα W1 13,1 ± 0,4 
Δείγμα XINI 26,1 ± 0,5 
Δείγμα X3 8,6 ± 0,2 
Δείγμα PL 11,1 ± 0,8 
Δείγμα P1 23,6 ± 1,6 
Δείγμα PE 27,2 ± 1,1 
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Εικόνα 48: Αναστολή της rmGPb από πολυφαινολικά εκχυλίσματα παραπροϊόντων βιομηχανικής 
χυμοποίησης ροδιού (Punica Granatum). 
5.1.2.1.2. Κρυσταλλογραφικές μελέτες 
Για να προσδιοριστεί το πλέον βιοδραστικό συστατικό στα διάφορα εκχυλίσματα, 
χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της κρυσταλλογραφίας συγγένειας. Τα εκχυλίσματα 
διαλύθηκαν (10 mg/mL) στο διάλυμα κρυστάλλωσης της rmGPb (10 mM BES/NaOH 
pH 6,7, 1 mM EDTA, 0,02% (w/v) NaN3, 2 mM DTT), στο οποίο είχε προστεθεί DMSO 
σε αναλογία 15 % (v/v). Στη συνέχεια διεξήχθη εμποτισμός κρυστάλλων της rmGPb 
(Εικόνα 49) στο διάλυμα των εκχυλισμάτων για 12-16 ώρες σε θερμοκρασία δωμα-
τίου. Το DMSO χρησιμοποιήθηκε για να επιτευχθεί η μέγιστη  δυνατή διάλυση των 
εκχυλισμάτων ενώ μέχρι 15% (v/v) δεν δεσμεύεται στην rmGPb, ούτε προάγει κά-
ποια σημαντική μεταβολή στη στερεοδιαμόρφωση του ενζύμου (182).  
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Εικόνα 49: Κρύσταλλοι της rmGPb που χρησιμοποιήθηκαν σε πειράματα περίθλασης ακτινών-Χ ώστε 
να ταυτοποιηθεί η πρόσδεση των υπό μελέτη αναστολέων στην rmGPb. 
 
5.1.2.1.3. Ανάλυση Κρυσταλλογραφικών Δεδομένων: Συλλογή και Επεξεργασία  
Η συλλογή των κρυσταλλογραφικών δεδομένων έγινε με τη χρήση συγχροτρονικής 
ακτινοβολίας στους σταθμούς ID911-2 στο Max Lab στο Lund της Σουηδίας και P14 
στο EMBL στο Αμβούργο της Γερμανίας (Πίνακας 22). 
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Δείγμα 1 2 4 6 7 10 11 XINI P2 
Σταθμός συγχροτρονικής 
ακτινοβολίας  EMBL Αμβούργο, P14 MaxLab, Lund, Σουηδία ID911-2 
Μήκος κύματος, λ (Ǻ) 0,975502 1,0402 
Εύρος Ταλάντωσης (°) 0,1 0,8 
Αριθμός 
Περιθλασιγραμμάτων 
900 60 50 60 50 50 50 
Ευκρίνεια  (Å) 86,24 – 1,90 86,17 – 1,90 86,19 – 1,90 38,35 – 2,00 38,78 – 1,90 30,0 – 1,95 38,37 – 2,01 38,38 – 1,90 38,38 – 1,90 
















































Πληρότητα (%) 98,5 (97,9) 99,9 (100) 97,8 (96,4) 97,2 (98,8) 98,4 (97,0) 76,3 (81,9) 90,5 (95,2) 99,1 (98,6) 92,5 (95,8) 
<I/σI > 18,4 (6,3) 19,9 (4,9) 17,2 (4,0) 5,6 (2,7) 12,9 (3,6) 11,7 (1,9) 11,5 (3,5) 13,1 (4,2) 11,6 (3,1) 
CC
1/2











Δείγμα PO W1 W2 Χ1 Χ3 PL  PE   
Σταθμός συγχροτρονικής 
ακτινοβολίας  MaxLab, Lund, Σουηδία ID911-2 
  
Μήκος κύματος, λ (Ǻ) 
1,0402 
  
Εύρος Ταλάντωσης (°) 
0,8 
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60 40 70 41 50 46 46   
Ευκρίνεια  (Å) 38,39 – 1,90 38.40 – 2.10 38,81 – 1,80 38,4 – 1,90 38,80 – 1,90 38,45 – 2,10 38,80 – 1,95   
















Μοναδικές ανακλάσεις 75266 
(10815) 




















Πληρότητα (%) 98,1 (97,5) 84.8 (90.3) 97,1 (98,0) 97,9 (96,9) 98,1 (97,0) 97,1 (96,8) 98,7 (97,7)   
<I/σI > 12,8 (3,6) 7.2 (3.5) 16,2 (3,3) 5,0 (1,9) 12,0 (2,6) 9,7 (3,6) 10,6 (2,6)   
CC
1/2









Πίνακας 22: Στατιστικά στοιχεία από τη συλλογή και επεξεργασία κρυσταλλογραφικών δεδομένων κρυστάλλων rmGPb εμποτισμένων με 10 mg/mL διαλύματος πολυφαι-
νολικών εκχυλισμάτων βιομηχανικής χυμοποίησης ροδιού. Οι τιμές στις παρενθέσεις είναι για την εξωτερική στοιβάδα. Rsymm = ΣhΣi|I(h) – Ii(h)/ΣhΣiIi(h) όπου Ii(h) και I(h) 
είναι η ith και η μέση μέτρηση της οπτικής πυκνότητας της περίθλασης h.
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Ο προσδιορισμός της ομάδας χώρου, του προσανατολισμού του κρυστάλλου, η ο-
λοκλήρωση των περιθλάσεων, η συγχώνευση πλαισίων πειραματικών δεδομένων, η 
άθροιση των μερικώς καταγεγραμμένων περιθλάσεων και η αναγωγή των δεδομέ-
νων έγινε με το πρόγραμμα MOSFLM (216). Η ζύγιση και η συγκρότηση των εντάσε-
ων πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα SCALA (217) του πακέτου προγραμμάτων 
CCP4 (218). Η ταυτοποίηση των ενώσεων των εκχυλισμάτων που πιθανώς προσδέ-
νονται στο ένζυμο διεξήχθη με ανάλυση των κρυσταλλογραφικών δεδομένων μέσω 
του εργαλείου Ligand Identification του πακέτου προγραμμάτων Phenix (219), χρη-
σιμοποιώντας τρισδιάστατα μοντέλα των ενώσεων που κατασκευάστηκαν μέσω του 
προγράμματος JLigand (220). Η βελτιστοποίηση των δομών των συμπλόκων πραγ-
ματοποιήθηκε με τη μέθοδο μέγιστης πιθανοφάνειας (maximum-likelihood) μέσω 
του προγράμματος REFMAC (218). Το αρχικό μοντέλο που χρησιμοποιήθηκε για την 
βελτιστοποίηση των συμπλόκων και τον υπολογισμό των χαρτών διαφοράς ηλε-
κτρονιακής πυκνότητας, 2Fo-Fc, Fo-Fc ήταν η δομή της rmGPb (διαμόρφωση Τ) σε ευ-
κρίνεια 1,9 Ǻ (Leonidas et al. unpublished results). 
Ο υπολογισμός του χάρτη ηλεκτρονιακής πυκνότητας διαφοράς 2Fo-Fc, στο πρώτο 
στάδιο βελτιστοποίησης έδειξε πρόσθετη ηλεκτρονιακή πυκνότητα στο κέντρο ανα-
στολής για οκτώ δείγματα και στο καταλυτικό κέντρο για ένα δείγμα. Για τα υπόλοι-
πα εννέα δείγματα υπήρχε ηλεκτρονιακή πυκνότητα και στις δύο θέσεις. Στη συνέ-
χεια οι δομές όλων των ενώσεων που προσδιορίστηκαν ως συστατικά των εκχυλι-
σμάτων με υγρή χρωματογραφία, προσαρμόστηκαν στο χάρτη ηλεκτρονιακής πυ-
κνότητας του κάθε συμπλόκου rmGPb-εκχυλίσματος, όπως παρουσιάζονται στον 
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1 14.1 31.2 4.7 0.2 15.4 0.4 4.7 9.3 76.3 4.4 4.4 404.3 29.1 
              
2 14.9 15.9 4.9 0.3 22.3 0.6 4.6 10.1 72.6 4.4 3.7 202.2 14.1 
              
3 15.0 5.1 4.8 0.3 31.2 1.0 4.5 11.7 99.9 4.4 3.5 356.3 51.6 
              
4 14.3 26.9 4.7 0.1 21.1 0.3 4.5 9.1 54.4 4.4 3.4 152.9 15.3 
              
6 14.8 33.3 4.8 0.2 33.3 0.4 4.6 9.7 58.3 4.5 3.6 141.3 9.8 
              
7 13.4 22.1 4.7 0.1 36.1 0.3 4.5 9.3 66.4 4.9 3.4 151.6 10.9 
              
8 13.6 15.4 4.7 0.2 25.3 0.6 4.5 8.8 84.3 4.5 3.5 220.5 17.5 
              
9 18.2 15.5 4.9 0.3 39.2 0.3 4.6 9.3 82.2 4.5 3.6 170.5 9.6 
              
10 23.2 5.6 3.9 0.5 9.2 1.5 0.9 3.3 41.9 trace 0.8 410.6 36.1 
              
11 7.6 12.8 0.1 ND 5.3 1.3 1.3 2.1 63.6 0.1 0.6 670.8 114.7 
              
12 27.8 1.9 3.3 1.1 9.7 1.5 1.4 1.6 72.8 0.7 1.4 319.9 53.3 
              
13 32.8 13.5 trace ND 62.1 0.1 1.4 0.2 74.4 0.1 1.9 568.7 87.6 
              
14 9.2 41.1 3.5 1.0 10.3 0.1 0.3 0.7 74.0 0.2 1.1 266.0 62.7 
              
15 14.8 10.1 1.7 0.1 17.4 0.1 1.3 0.7 104.8 0.4 1.1 728.8 92.5 
              
16 5.9 6.2 16.8 2.4 1.1 0.1 0.1 1.1 63.6 0.1 0.4 234.8 72.4 
              
17 13.5 8.2 7.3 1.2 10.8 0.9 0.9 2.7 49.9 0.4 0.5 649.2 28.2 
              
18 44.9 40.1 6.7 1.3 5.7 0.6 0.7 2.5 94.4 0.3 0.5 418.9 36.5 
              
19 11.6 35.4 0.4 0.3 5.0 0.0 4.5 2.4 11.8 0.4 0.6 476.2 46.3 
Πίνακας 23: Συστατικά των πολυφαινολικών εκχυλισμάτων παραπροϊόντων βιομηχανικής χυμοποίη-
σης ροδιού τα οποία   προσδιορίστηκαν με υγρή χρωματογραφία.
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Με εφαρμογή της μεθόδου κρυσταλλογραφίας συγγένειας (Affinity Crystallography) 
προσδιορίστηκαν οι πιο ισχυρά προσδεδεμένοι αναστολείς στη rmGPb από ένα μίγ-
μα ενώσεων (Πίνακας 24, Πίνακας 25). Οι δύο πλέον βιοδραστικές ενώσεις των εκ-
χυλισμάτων παραπροϊόντων χυμοποίησης ροδιού ταυτοποιήθηκαν ως το ελλαγικό 





























































































1 1,02 1,19 0,00 0,14 -0,02 -1,24 0,98 0,47 0,56 -2,84 -0,27 
2 1,52 -0,7 0,65 -0,68 -0,06 -1,51 1,27 1,04 0,41 -1,68 -0,25 
6 1,31 1,10 0,47 0,32 0,96 0,01 0,99 0,57 -0,14 -2,06 -0,42 
7 1,50 1,28 0,55 -0,13 -0,34 0,39 1,00 0,43 -0,29 -1,90 0,27 
10 0,25 1,08 0,81 -0,86 -0,84 0,29 0,23 0,09 -0,66 0,34 -0,73 
11 1,2 1,00 0,52 -0,08 -1,10 0,16 0,33 0,57 0,20 -0,84 0,00 
P1 1,44 1,35 0,87 -0,84 -0,58 -1,42 1,06 1,05 0,16 -1,13 -0,13 
P2 1,45 -1,09 0,66 -0,27 -0,28 -1,35 0,39 0,66 -0,16 -1,00 -0,02 
PE 1,43 1,30 0,64 1,17 -0,77 0,61 0,25 -0,43 -0,53 0,01 -0,82 
PL 1,21 1,01 1,21 0,63 0,47 0,18 0,24 -0,28 -1,04 0,49 -0,67 
W2 1,28 0,78 0,01 -0,90 0,75 -0,90 0,56 0,01 0,40 -0,47 -0,52 
X1 1,52 -1,81 0,93 -0,78 0,17 0,11 0,64 0,21 0,43 -1,27 -0,15 
X3 1,21 1,03 -0,14 -0,25 -0,68 -0,11 0,14 0,38 0,04 -1,01 -0,50 
XINI 1,16 1,14 -0,28 0,64 1,02 -0,38 0,94 -0,07 -0,20 -1,06 0,11 
Πίνακας 24: Ο δείκτης Ζ για τα δείγματα από τη βιομηχανική χυμοποίηση ροδιού για τους διάφο-
ρους προσδέτες που ανιχνεύθηκαν στο κάθε δείγμα. Με έντονη γραφή και σκιασμένα εμφανίζονται 
οι δύο μέγιστες τιμές του δείκτη για κάθε δείγμα. 
Το ελλαγικό οξύ βρέθηκε συνδεδεμένο σε 13 από τα 19 δείγματα στο κέντρο 
αναστολής του ενζύμου, ενώ παρουσίαζε όμοιο τρόπο σύνδεσης με εκείνον που 
παρατηρήθηκε όταν οι κρύσταλλοι rmGPb εμποτίστηκαν με διάλυμα καθαρού 
ελλαγικού οξέος. Κινητικές και κρυσταλλογραφικές μελέτες είχαν δείξει ότι 
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δεσμεύεται στo κέντρο αναστολής (57) με σταθερά αναστολής Ki 7,5 και 13,4 μΜ 
στην rmGPa και rmGPb αντίστοιχα (κωδικός PDB ID: 4YUA). Το χαρακτηριστικό 
γνώρισμα της σύνδεσής του ήταν οι αλληλεπιδράσεις επιστοίβαξης με τις πλευρικές 
ομάδες των καταλοίπων Phe285 και Tyr613. 
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Πίνακας 25: Οι χημικές δομές των ενώσεων που μελετήθηκαν. 
Το χλωρογενικό οξύ βρέθηκε συνδεδεμένο σε 10 από τα 19 δείγματα, στο καταλυτι-
κό κέντρο του ενζύμου. Στην παρούσα μελέτη προσδιορίσθηκε ο τρόπος σύνδεσης 


































Εικόνα 50: Η χημική δομή του χλωρογενικού οξέος και η αρίθμηση των ατόμων που χρησιμοποιήθη-
κε στην ανάλυση της δομή του συμπλόκου του με την rmGPb. 
Κατά την σύνδεση του παρουσιάστηκαν ομοιότητες σε όλα τα κρυσταλλογραφικά 
δεδομένα, ανεξαρτήτως εκχυλίσματος, συνεπώς η δομή του συμπλόκου rmGPb-
χλωρογενικό οξύ μελετήθηκε σε ένα δείγμα (Δείγμα 10), ενώ τα στατιστικά στοιχεία 
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Οι τιμές στις παρενθέσεις είναι για την εξωτερική στοιβάδα. Rsymm = ΣhΣi|I(h) – Ii(h)/ΣhΣiIi(h) ό-
που Ii(h) και I(h) είναι η ith και η μέση μέτρηση της οπτικής πυκνότητας της περίθλασης h. Rcryst 
= Σh|Fo – Fc|/ΣhFo, όπου Fo και Fc είναι τα πλάτη των πειραματικών και θεωρητικών δομικών 
παραγόντων της περίθλασης h, αντίστοιχα. Ο Rfree υπολογίζεται όπως και ο Rcryst από ένα τυχαίο 
υποσύνολο (5 % του συνόλου) των περιθλάσεων το οποίο δεν χρησιμοποιείται στη διαδικασία 
της βελτιστοποίησης. 
Πείραμα Κρύσταλλοι rmGPb εμποτισμένοι με 
διάλυμα 10 mg/mL αναστολέα (εκχύλι-
σμα 10) για 12-16h 
Σταθμός συγχροτρονικής ακτινοβολίας 
MaxLab, Lund, Σουηδία 
ID911-2 
Μήκος κύματος, λ (Ǻ) 1.0402 
Εύρος Ταλάντωσης (°) 0,8 
Ομάδα χώρου συμμετρίας P43212 
Αριθμός Περιθλασιγραμμάτων 60 
Αριθμός μορίων/Ασύμμετρη μονάδα 1 
Ευκρίνεια  (Å) 30,0 – 1,95 (1,98 – 1,95) 
Μετρήσεις 412748 
Μοναδικές ανακλάσεις 52193 (4083) 
Rsymm 0,101 (0,461) 
Πληρότητα (%) 76,3 (81,9) 
<I/σI > 11,7 (1,9) 
Στατιστικοί δείκτες βελτιστοποίησης 
Rcryst 0.138 (0.243) 
Rfree 0.177 (0.265) 
Αριθμός μορίων ύδατος  267 
Απόκλιση r.m.s. από τις ιδεατές τιμές 
στο μήκος δεσμών (Å) 0,011 
στις γωνίες (°) 1,4 
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Πίνακας 26: Στατιστικά στοιχεία από την κρυσταλλογραφική μελέτη του συμπλόκου rmGPb-
χλωρογενικού οξέος. 
Η σύνδεση του χλωρογενικού οξέος με την rmGPb οδηγεί σε μια σημαντική μεταβο-
λή της διαμόρφωσης του βρόχου 280s (Εικόνα 52). Η μεταβολή αυτή περιλαμβάνει 
μια μετατόπιση μεταξύ 0,7 και 2,3 Ǻ των καταλοίπων του βρόχου (μικρότερη στα 
κατάλοιπα Asn282 και Glu287 και μέγιστη στα Asn284 και Phe285). Το χλωρογενικό 
οξύ σχηματίζει συνολικά δεκαπέντε δεσμούς υδρογόνου με τα κατάλοιπα της κατα-
λυτικής περιοχή. Το κυκλοεξάνιο του χλωρογενικού οξέος βρίσκεται στη θέση σύν-
δεσης της περιοχής της γλυκόζης (5, 33, 221). Οι δύο υδροξυλομάδες του κυκλοεξα-
νίου σχηματίζουν δεσμούς υδρογόνου με τα άτομα της κύριας αλυσίδας των 
Ala673, Ser674, Gly675 και με το άτομο ΟΕ2 του Glu672 (Πίνακας 27). Τα άτομα του 
οξυγόνου του καρβοξυλικού οξέος συμμετέχουν σε δεσμούς υδρογόνου με το ιμι-
δαζόλιο της His377, την πλευρική αλυσίδα της Asn484 και με τα άτομα της κύριας 
αλυσίδας της Gly135. Επιπροσθέτως, το οξυγόνο (Ο6) του καρβονυλίου σχηματίζει 
δεσμό υδρογόνου με την αμιδική ομάδα της κύριας αλυσίδας της Leu136. Ο φαινο-
λικός δακτύλιος βρίσκεται σε μια υδρόφοβη εσοχή της καταλυτικής θέσης του ενζύ-
μου, που ονομάζεται β-εσοχή, και αλληλεπιδρά μέσω δεσμών υδρογόνου με το ο-
ξυγόνο του καρβονυλίου της κύριας αλυσίδας της Asn282 και με τα κατάλοιπα 
Glu88, Arg292 και Asn341 (Εικόνα 52). Τα άτομα του χλωρογενικού οξέος συμμετέ-
χουν σε 83 αλληλεπιδράσεις van der Waals με κατάλοιπα της rmGPb. Ο συντελεστής 
Sc που αποτελεί μέτρο της συμπληρωματικότητας των δύο αλληλεπιδρώντων επι-
φανειών (πρωτεΐνης και προσδέτη) υπολογίστηκε σε 0,5 μία τιμή που υποδεικνύει 
πως δεν υπάρχει καλή προσαρμογή μεταξύ τους (222).   
 
Μέση τιμή παράγοντα B (Å2) 
Πρωτεϊνικά άτομα (Ǻ2) 35.8 
Μόρια ύδατος (Ǻ2) 36,6 
Άτομα προσδέτη (Ǻ2) 19,9 
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Πρωτεϊνικά κατάλοιπα (άτομα) 
Δεσμοί υδρογόνου Αλληλεπιδράσεις Van der Waals  
O6  Leu136 (N)  Leu136 (CA, CB), Gly135(N,C), Water56, 
Water75  
C6  Leu136 (N, CB) 
O5  His377 (O) 
C5  Leu136 (N) 






C3  Gly672 (OE2), Glu675 (N), Water119 
O3 
Ala673 (N), Ser674 
(N), Gly675 (N), 
Glu672 (OE2) 
Ala673 (CA, C, CB), Ser674 (CA, C), Glu672 
(CG, CD, C), Water246 
C2  Gly675 (N), Asn484 (ND2), Water119 
C15  His377 (NC1, CB), Leu136 (N) 
C1  Gly135 (C), Leu136 (N), Water119 
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O2 Water119 Gly135 (C, O, CA), Leu136 (N) 
C  





His377 (CE1,CG), Leu139 (CD2), Val455 
(CG1,CG2,CB), Asn484 (CG,OD1) 
O Gly135 (O) 
Leu139 (CB,CG,CD2), Leu136 (N,CA), 
His377 (ND1,CE1) Gly135 (C), Asn484 
(ND2) 
C7  Asn284 (ND2) 
C8  Asp283 (OD1) 
C14  
Glu88 (OE2), His341 (CE1), Asn282 (O), 
Water189 
C13  





Glu88 (OE2), His341 (CE1), Arg292 (NH2) 
C12  His341 (CE1, NE2), Asn282 (O), Water259 
O7  His341 (NE2), Water95 
C11  His341(NE2), Asn284 (N), Water259 
C10  Asn284 (N), Water259 
Total 15 83 
Πίνακας 27: Οι αλληλεπιδράσεις του χλωρογενικού οξέος με τα κατάλοιπα της rmGPb στον κρύσταλ-
λο. 
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Εικόνα 52: Σχηματική απεικόνιση του δικτύου αλληλεπιδράσεων μεταξύ του χλωρογενικού οξέος και 
των καταλοίπων της rmGPb. Οι αλληλεπιδράσεις δεσμού υδρογόνου παρουσιάζονται με   
διακεκομμένες γραμμές, ενώ ο βρόχος 280s υποδεικνύεται με γαλάζιο χρώμα (34). 
 
Κινητικές μελέτες της καθαρής ένωσης του χλωρογενικού οξέος 
Μελέτες έδειξαν πως η ένωση αυτή αποτελεί συναγωνιστικό αναστολέα έναντι της 
rmGPb με σταθερά αναστολής Ki 2,5 ± 0,1 mM (Εικόνα 53), τιμή αρκετά συγκρίσιμη 
με εκείνη της α-D-γλυκόζης (3,2 mM) (223), που αποτελεί τον φυσιολογικό αναστο-
λέα του ενζύμου.  
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Εικόνα 53: Διάγραμμα διπλού αντιστρόφου του χλωρογενικού οξέος έναντι της rmGPb προς την 
κατεύθυνση σύνθεσης του γλυκογόνου υπό σταθερές συγκεντρώσεις AMP (1mM) και γλυκογόνου 
(0,2% w/v). Οι συγκεντρώσεις χλωρογενικού οξέος ήταν 0 (), 1.5 (), 2 (),  και 3 (). Στο ένθετο 
βρίσκεται το διάγραμμα Kmapp/[Chlorogenic acid], από το οποίο υπολογίζεται και η τιμή της Ki. 
Περαιτέρω κινητικές μελέτες έδειξαν ότι το χλωρογενικό οξύ έχει συνεργιστική δρά-
ση με το ελλαγικό οξύ (την άλλη βιοδραστική ένωση των εξεταζόμενων εκχυλισμά-
των) με σταθερά αλληλεπίδρασης α= 0,5 (η ερμηνεία του παραπάνω αποτελέσμα-
τος είναι ότι τόσο το ελλαγικό όσο και το χλωρογενικό οξύ είναι ικανά να συνδέο-
νται ταυτόχρονα στο ένζυμο και κάθε ένωση προάγει τη δέσμευση του άλλου, όπως 
συμβαίνει με την καφεΐνη και τη γλυκόζη στην rmGPb (224)).  
 
Εικόνα 54: Διάγραμμα αναστολής της rmGPb από το χλωρογενικό οξύ. Διάγραμμα Dixon του 
αντιστρόφου της ταχύτητας έναντι συγκεντρώσεων αναστολέα υπό σταθερές συγκεντρώσεις AMP 
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(1mM) και γλυκογόνου (0,2% w/v). Οι συγκεντρώσεις G1Ρ ήταν 2, 3, 4, 6, 10 mM. Οι αρχικές 
ταχύτητες υπολογίστηκαν από τις σταθερές πρώτης τάξης χρησιμοποιώντας τέσσερα χρονικά 
διαστήματα, και τα σφάλματα για κάθε τιμή χρησιμοποιήθηκαν στο διάγραμμα Dixon. 
Λόγω της υψηλής τιμής αναστολής υπολογίστηκε ο δείκτης συσχέτισης  Sc. Η χαμη-
λή τιμή του Sc (0,5) παρέχει μια πρώτη ερμηνεία που συνδυάζεται και με τη τιμή της 
χαμηλής ανασταλτικής ισχύς (Ki = 2,6 mM) του χλωρογενικού οξέος.  
Επειδή η χημική δομή του χλωρογενικού οξέος παρουσίαζε ομοιότητες με τη Ν'-
βενζοϋλο-β-D-γλυκοπυρανοζυλουρίας (Bzurea), ενός ισχυρού αναστολέα (Ki = 4,6 
μΜ) (225), πραγματοποιήθηκε συγκριτική δομική ανάλυση μεταξύ του συμπλόκου 
rmGPb-χλωρογενικού οξέος και του συμπλόκου rmGPb -Ν'-βενζοϋλο-β-D-
γλυκοπυρανοζυλουρία (Bzurea). Η σύγκριση αυτή αναδεικνύει τα δομικά στοιχεία 
της σύνδεσης του χλωρογενικού οξέος που είναι υπεύθυνα για τη χαμηλή του βιο-


































































Οι κύριες δομικές διαφορές στη σύνδεση των δύο προσδετών είναι (α) η υδροξυλο-
μάδα της γλυκόζης του Bzurea στη θέση 6 σχηματίζει δεσμούς υδρογόνου που δεν 
σχηματίζονται από το χλωρογενικό οξύ μιας και δεν υπάρχει υδροξυλομάδα στην 
αντίστοιχη θέση και (β) η δομική μεταβολή στη διαμόρφωση του βρόχου 280s που 
προκαλείται από τη σύνδεση του χλωρογενικού οξέος και η οποία δεν επάγεται από 
τη σύνδεση του Bzurea. Αυτές οι διαφορές συμβάλλουν σημαντικά στη διαφορά ε-
νεργειακού κόστους σχηματισμού των δύο διαφορετικών συμπλόκων πρωτεΐνης – 
προσδέτη. Έτσι, είναι σημαντικά μεγαλύτερο το χλωρογενικό οξύ και άρα αυξάνεται 
η τιμή της Ki του. Οι επιπρόσθετες αλληλεπιδράσεις του χλωρογενικού οξέος σε 
σχέση με αυτές του Bzurea (δηλ. οι δεσμοί υδρογόνου της καρβονυλικής ομάδας 
και της υδροξυλικής ομάδας του βενζυλικού δακτυλίου) φαίνονται πως αντισταθμί-
ζουν μόνο ένα μέρος αυτής της σημαντικής διαφοράς. Άλλωστε, οι αλληλεπιδράσεις 
αυτές του χλωρογενικού δε συνεισφέρουν σημαντικά στην ανασταλτική του ισχύ 
μιας και η τιμή της Ki του είναι μόνο 19% μικρότερη από εκείνη της γλυκόζης, που 
αποτελεί τον φυσιολογικό αναστολέα του ενζύμου. 
Εικόνα 55: Οι χημικές δομές της Ν'-βενζοϋλο-β-D-γλυκοπυρανοζυλουρίας (Bzurea) αριστερά, και του 
χλωρογενικού οξέος δεξιά, μαζί με την ονοματολογία των ατόμων. 
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Συνοψίζοντας την αξιολόγηση της ανασταλτικής δράσης των πολυφαινολικών εκχυ-
λισμάτων παραπροϊόντων χυμοποίησης ροδιού, μπορούμε να συμπεράνουμε πως 
τα εκχυλίσματα παρουσιάζουν σημαντική ανασταλτική ισχύ έναντι της rmGPb.  Η 
ταυτοποίηση  του χλωρογενικού και του ελλαγικού οξέος ως τα πλέον βιοδραστικά 
μόρια των εκχυλισμάτων δεν αποκλείει την πιθανότητα ότι και άλλα συστατικά των 
εκχυλισμάτων, πέραν αυτών των δύο, έχουν βιοδραστικότητα  στη rmGPb. Εντού-
τοις, μιας και τα διαλύματα των αναστολέων που χρησιμοποιήθηκαν για εμποτισμό 
των κρυστάλλων ήταν αρκετά υψηλής συγκέντρωσης (10 mg/mL) και με βάση πως 
(α) κανένα άλλο μόριο δεν βρέθηκε δεσμευμένο σε οποιαδήποτε άλλο κέντρο της 
rmGPb και (β) η πληρότητα του χλωρογενικού και του ελλαγικού οξέος ήταν κοντά 
στο 100% στο κάθε κέντρο σύνδεσης της rmGPb, μπορούμε με βεβαιότητα να ισχυ-
ριστούμε πως το χλωρογενικό και το ελλαγικό οξύ είναι τα πλέον βιοενεργά μόρια 
αυτών των εκχυλισμάτων.  
Τα παραπάνω αποτελέσματα έρχονται να συμπληρώσουν προηγούμενες μελέτες 
που σχετίζονται με τη δράση του χλωρογενικού οξέος. Σύμφωνα με αυτές η πρόσ-
ληψη χλωρογενικού οξέος σε διαβητικούς αρουραίους, μειώνει τα επίπεδα γλυκό-
ζης (226, 227), ενώ η λήψη εκχυλισμάτων φύλλων του φυτού Cecropia Obtusifolia 
που είναι πλούσια σε χλωρογενικό οξύ, έχει ως αποτέλεσμα τη σημαντική μείωση 
των συγκεντρώσεων γλυκόζης στο πλάσμα ασθενών με ΣΔ2 (228). Επιπλέον, προη-
γούμενες μελέτες ανέφεραν ότι το χλωρογενικό οξύ θα μπορούσε να είναι ένας ι-
σχυρός αναστολέας της αναγωγάσης της αλδόζης (229) και της πρωτεϊνικής φω-
σφατάσης τυροσίνης 1Β (PTP1B) (230). Πρόσφατες μελέτες απεκάλυψαν πως το ελ-
λαγικό οξύ μειώνει τα επίπεδα της αναγωγάσης της αλδόζης (IC50 = 48 nM) (231) 
εμφανίζοντας αντιδιαβητική δράση σε διαβητικούς αρουραίους (232). Όλα τα πα-
ραπάνω αποτελέσματα συνάδουν με την ισχυρή ανασταλτική ισχύ που παρουσιά-
ζουν τα εκχυλίσματα Punica granatum μέσω του ελλαγικού και του χλωρογενικού 
οξέος.  
5.1.2.2. Αποτελέσματα αξιολόγησης της ανασταλτικής δράσης εκχυλισμάτων από 
φυτά της οικογένειας των Rosaceae. 
5.1.2.2.1 Κινητικές μελέτες 
Για να εκτιμηθεί η ανασταλτική δράση των εκχυλισμάτων φυτών της οικογένειας 
των Rosaceae πραγματοποιήθηκαν κινητικές μελέτες της rmGPb προς την κατεύ-
θυνση της σύνθεσης του γλυκογόνου. Όλα τα εκχυλίσματα εκτός του δείγματος 5, 
παρουσίασαν ανασταλτική δράση in vitro, παρουσία σταθερών συγκεντρώσεων 
γλυκογόνου και ΑΜΡ. Όπως είναι προφανές από τις τιμές της IC50 όλα τα εκχυλίσμα-
τα, εκτός του εκχυλίσματος 5, είναι πιο ισχυρά από την α-D-γλυκόζη (που αποτελεί 
τον φυσιολογικό αναστολέα του ενζύμου), ενώ τα δείγματα 3 και 4 παρουσιάζουν 
την ισχυρότερη ανασταλτική δράση με τιμές IC50 9,3 μg/mL και 9,7 μg/mL αντίστοι-
χα. Ακολουθούν τα δείγματα 1, 2, 14, 18, 22, 23 με τιμές IC50 μεταξύ 10 και 20 μg/mL 
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ενώ τα υπόλοιπα δείγματα εμφανίζουν υψηλότερες τιμές IC50 όπως φαίνεται στον 
παρακάτω πίνακα (Πίνακας 28) και στην Εικόνα 56. 
Δείγματα Είδος IC50 (g/mL) Κέντρο Σύνδεσης  
a-D-γλυκόζη  828,7 ± 18,0  
1 Pyracantha coccinea 20,1 ±0,3 Δ.Π. 
2 Pyrus spinosa 17 ± 0,6 Δ. Π. 
3 Rosa canina 9,3 ± 0,2 Κ. Κ. & Ν.Α.Κ.  
4 Crataegus orientalis 9,7 ± 0,2 Δ. Π. 




6 Prunus webbii 86,5 ± 7,9 Κ.Α. 
7 Rosa sempervirens 23,2 ± 0,6 Δ. Π. 
 8 Rosa pulverulenta 42,7 ± 1,4 Δ. Π. 
 9 Prunus mahaleb 60,6 ± 2,9 Δ.Σ. 
 10 Potentilla recta 48,7 ± 2,3 Κ.Κ. & Κ.Α. 
 11 Sorbus umbellata 28,5 ± 1,6 Δ. Π. 
 12 Aremonia 
agrimonoides 
28,6 ± 0,7 Κ.Α. 
 13 Geum urbanum 52,8 ± 2,9 Κ.Κ. & Κ.Α 
 14 Potentilla pedata 17 ± 0,7 Κ.Κ. & Κ.Α 
 15 Alchemilla bulgarica 47 ± 3,1 Κ.Κ. & Κ.Α 
 16 Alchemilla 
xanthochlora 
34 ± 1,3 Κ.Κ., Κ.Α & Ν.Α.Κ. 
 17 Potentilla speciosa 27,1 ± 1,1 Κ.Κ. & Κ.Α 
 18 Fragaria vesca 12,8 ± 0,7 Δ.Σ. 
 19 Rubus idaeus 37,4 ± 1 Κ.Κ. & Κ.Α 
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 20 Prunus prostrata 126,7 ± 5,7 Δ.Σ. 
 21 Rosa arvensis 25,1 ± 1,4 Κ.Κ. & Κ.Α 
 22 Sanguisorba officinalis 17,4 ± 0,9 Κ.Κ. & Κ.Α 
 23 Potentilla hiyraldiana 11,4 ± 0,6 Κ.Κ. 
Δ.Π. Δεν χρησιμοποιήθηκε στη κρυσταλλογραφία συγγένειας, Κ.Κ. καταλυτικό κέντρο, Κ.Α. κέντρο 
αναστολής, Ν.Α.Κ. νέο αλλοστερικό κέντρο, Δ.Σ. Δεν συνδέθηκε. 
Πίνακας 28: Οι τιμές IC50 των πολυφαινολικών εκχυλισμάτων Rosaceae. 
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Εικόνα 56: Αναστολή της rmGPb εκχυλισμάτων από φυτά της οικογένειας των Rosaceae. 
5.1.2.2.2 Κρυσταλλογραφία συγγένειας 
Η μέθοδος της κρυσταλλογραφίας συγγένειας χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορι-
σμό των πλέον βιοδραστικών συστατικών στα διάφορα δείγματα. Τα δείγματα των 
εκχυλισμάτων διαλύθηκαν σε συγκέντρωση 10 mg/mL στο διάλυμα κρυστάλλωσης 
της πρωτεΐνης, παρουσία 15% (v/v) DMSO και έγινε εμποτισμός των κρυστάλλων με 
κάθε ένα από τα διαλύματα αυτά. Ο εμποτισμός των κρυστάλλων rmGPb διήρκεσε 
για 12-16 ώρες  σε θερμοκρασία δωματίου. Η συλλογή των κρυσταλλογραφικών δε-
δομένων έγινε με τη χρήση συγχροτρονικής ακτινοβολίας στο σταθμό ID911-2 στο 
MaxLab, στο Lund της Σουηδίας (Πίνακας 29).  
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Οι τιμές στις παρενθέσεις είναι για την εξωτερική στοιβάδα. Rsymm = ΣhΣi|I(h) – Ii(h)/ΣhΣiIi(h) όπου Ii(h) και I(h) είναι η ith και η μέση μέτρηση της οπτικής πυκνότητας της 
περίθλασης h. Τα κρυσταλλογραφικά δεδομένα συλλέχθηκαν στο σταθμό ID911-2 (λ= 1,0402 Å) του κέντρου συγχροτρονικής ακτινοβολίας Max-Lab, Lund, Σουηδίας και 
το εύρος ταλάντωσης ήταν 0,8°. 
Δείγμα 1 3 6 9 10 12 13 14 15 
Αριθμός 
Περιθλασιγραμμάτων 
60 50 60 60 40 50 60 60 50 
Ευκρίνεια  (Å) 38,79 – 2,00 38,82 – 1,95 38,34 – 1,90 38,36 – 1,90 38,37 – 1,95 38,76 – 1,90 38,83 – 1,80 38,38 – 1,90 38,39 – 1,90 























































Πληρότητα (%) 95,8 (98,2) 97,0 (96,2) 98,6 (97,8) 98,6 (97,7) 93,3 (91,2) 83,5 (89,0) 86,4 (91,2) 98,7 (97,7) 93,5 (96,5) 





















Δείγμα 16 17 18 19 20 21 22 23  
Αριθμός 
Περιθλασιγραμμάτων 
60 40 60 50 40 50 50 50  
Ευκρίνεια  (Å) 38,35 – 1,90 38,36 – 1,80 38,76 – 1,90 35,82 – 1,80 38,39 – 2,20 38,38 – 1,90 3,8,38 – 1,80 38,40 – 1,80  
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Πληρότητα (%) 98,7 (97,9) 95,3 (99,1) 98,0 (97,1) 88,1 (92,5) 87,2 (92,1) 96,5 (96,6) 99,6 (99,3) 98,8 (99,8)  




















Πίνακας 29: Στατιστικά στοιχεία από τη συλλογή και επεξεργασία κρυσταλλογραφικών δεδομένων κρυστάλλων rmGPb εμποτισμένων με 10 mg/mL πολυφαινολικών εκ-
χυλισμάτων από φυτά της οικογένειας Rosaceae.
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Η επεξεργασία των κρυσταλλογραφικών δεδομένων καθώς και η εφαρμογή της με-
θόδου της κρυσταλλογραφίας συγγένειας διεξήχθησαν όπως και στο προηγούμενο 
εδάφιο. Η κρυσταλλογραφία συγγένειας αποκάλυψε πως η γλυκόζη, το ελλαγικό, το 
γαλλικό και το χλωρογενικό οξύ είναι τα πλέον βιοδραστικά μόρια που βρέθηκαν 
συνδεδεμένα στο κέντρο αναστολής, στο καταλυτικό κέντρο και στο νέο αλλοστερι-
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3 1,25 -14,46 1,74 1,61 1,94 4,03 0,98 -9,29 0,33 1,94 1,71 0,00 6,91 
6 0,63 2,80 1,20 0,64 1,20 5,04 0,00 -1,73 -57,43 2,50 2,20 1,21 0,00 
10 -92,22 -27,16 -64,85 -0,27 1,82 4,73 -109,36 -7,29 -106,59 3,49 -57,07 0,00 6,94 
12 2,16 7,42 4,38 3,22 1,90 8,23 -9,36 3,37 -87,13 5,76 6,66 0,00 0,00 
13 -131,28 -636,75 -45,92 -153,94 3,84 2,02 1,18 -66,54 -5,93 1,97 -62,93 1,18 6,17 
14 0,10 -37,09 -80,04 0,52 3,13 6,24 -102,46 -125,31 -283,33 3,43 -180,68 0,00 0,00 
15 -68,99 -325,80 -73,04 -51,53 1,30 4,15 -193,14 -794,64 -198,88 2,57 -75,88 -73,61 7,71 
16 -57,05 3,57 -55,51 -54,97 -0,58 5,57 8,48 3,40 4,97 2,41 -60,15 4,51 7,07 
17 3,64 6,42 -78,41 2,48 2,56 8,35 -13,23 -30,83 -65,11 4,09 -79,05 -42,97 6,44 
19 -85,88 -83,15 -84,70 2,18 3,21 5,33 -88,72 -74,00 -157,87 3,77 -61,91 -62,51 5,66 
21 -71,84 -151,44 -51,97 -63,99 3,47 6,48 -87,28 -135,98 1,67 3,81 -65,92 -51,97 6,67 
22 -65,88 -36,35 -59,62 -58,28 3,05 6,19 -83,48 -421,77 3,19 2,00 -60,65 -47,97 7,68 
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23 4,99 -46,39 1,91 5,71 7,41 -76,93 -40,45 -30,08 -5,74 7,30 1,62 -3,03 8,83 
 
Πίνακας 30: Ο δείκτης Ζ για τα δείγματα από την οικογένεια Rosaceae για τους διάφορους προσδέτες που ανιχνεύθηκαν στο κάθε δείγμα. Με έντονη γραφή εμφανίζο-
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Πιο συγκεκριμένα το ελλαγικό οξύ βρέθηκε συνδεδεμένο στο κέντρο αναστολής σε 
10 από τα 17 δείγματα (3, 6, 10, 12, 14, 15, 17, 19, 21, και 22). Ο τρόπος σύνδεσης 
του είναι παρόμοιος με εκείνον που παρατηρήθηκε και αναλύθηκε στην παραπάνω 
ενότητα. Το χλωρογενικό οξύ βρέθηκε συνδεδεμένο μόνο στο δείγμα 16 με τρόπο 
σύνδεσης παρόμοιο με αυτόν που περιγράφηκε παραπάνω. Βρέθηκε ακόμη συνδε-
δεμένη η γλυκόζη στο καταλυτικό κέντρο σε 10 δείγματα (3, 10, 13, 15, 16, 17, 19, 
21, 22, και 23). Τέλος, βρέθηκε συνδεδεμένο και το γαλλικό οξύ στο δείγμα 13. Το 
γαλλικό οξύ συνδέεται στο κέντρο αναστολής. Ο τρόπος σύνδεσης του γαλλικού ο-
ξέος είναι όμοιος με αυτόν που παρατηρήθηκε και σε προηγούμενες μελέτες του 
εργαστηρίου μας (57). Πιο συγκεκριμένα είχε μελετηθεί ο τρόπος σύνδεσης της κα-
θαρής ένωσης του γαλλικού οξεός. Τέλος, μελέτες με την καθαρή ένωση παρουσία-
ζε σταθερές αναστολής Ki 3,9 και 1,7 mM, για την rmGPa και rmGPb, αντίστοιχα.  
Συνοψίζοντας, τα εκχυλίσματα που μελετήθηκαν εμφανίζουν μέτρια βιοδραστικό-
τητα, σημαντικά μικρότερη από εκείνην των δειγμάτων από τη βιομηχανική χυμο-
ποίηση ροδιού. Η παρουσία γλυκόζης σε 10 από τα 23 δείγματα είναι επίσης ένα 
αποθαρρυντικό στοιχείο για πιθανή χρήση αυτών των εκχυλισμάτων σε αντι-
υπεργλυκαιμικά βιολειτουργικά τρόφιμα. Η ανακάλυψη του ελλαγικού και του χλω-
ρογενικού οξέος ως τα πλέον βιοδραστικά μόρια και των εκχυλισμάτων από 12 μέλη 
της οικογένειας των Rosaceae αναδεικνύει μία πιθανή χρησιμότητα των μορίων αυ-
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1 0,6 16,0 ND 8,7 ND ND 457,9 ND 261,2 1634,8 18,3 ND ND 
Pyrus spinosa 2 1,1 38,2 8,4 4,4 ND ND 35173,6 2,1 188,9 186,3 ND ND ND 
Rosa canina 3 7,7 25,6 4,5 3,8 98,5 ND 10,4 ND ND 123,4 ND ND 5,8 
Crataegus 
orientalis 
4 2,2 12,4 7,4 5,0 ND ND 516,3 ND ND 253,0 ND ND ND 
Rubus sanctus 5 4,9 39,7 8,6 6,4 381,6 ND 71,4 ND ND ND ND ND ND 
Prunus webii 6 11,6 13,7 9,7 6,1 17,8 ND 3989,1 3,4 57,4 ND 7,1 13,7 ND 
Rosa 
sempervirens 
7 ND ND 1,8 ND 2,4 18,1 ND 2,0 ND ND ND ND ND 
Rosa 
pulverulenta 
8 5,9 12,3 9,8 ND 140,0 1545,5 ND ND ND ND ND ND 15,5 
Prunus mahaleb 9 0,5 0,5 4,5 3,4 ND ND 989,6 4,8 ND ND ND 5,9 ND 
Potentilla recta 10 ND 0,8 ND ND ND ND 415,7 ND 26,5 128,1 1,7 1,3 ND 
Sorbus 
umbellata 
11 ND 6,9 ND ND ND ND 1723,8 4,8 195,6 86,7 ND ND ND 
Aremonia 
agrimonoides 
12 7,7 ND 7,8 5,8 9,4 714,3 ND 5,1 386,1 ND ND 6,3 ND 
Geum urbanum 13 1,8 ND 4,4 4,1 11,5 153,5 ND 2,0 ND ND ND ND ND 
Potentilla 
pedata 
14 3,0 1,4 5,2 4,9 12,5 153,5 ND 6,1 28,6 171,9 ND ND ND 
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15 0,6 7,6 1,9 1,7 9,2 153,5 ND ND ND ND ND 4,2 ND 
Alchemilla 
xanthochlora 
16 14,5 13,4 7,4 6,1 35,7 153,5 71,4 6,1 18,3 98,7 18,5 11,6 ND 
Potentilla 
speciosa 
17 1,9 15,3 8,3 5,6 40,1 153,5 45,6 ND ND ND ND 6,2 ND 
Fragaria vesca 18 1,1 38,8 6,3 ND 63,1 153,5 101,9 12,1 22,1 ND ND ND 27,9 
Rubus idaeus 19 2,3 2,9 10,5 7,9 17,6 153,5 ND 10,5 23,7 ND ND 8,9 ND 
Prunus 
prostrata 
20 28,5 90,6 21,8 ND ND ND ND ND ND ND 12,2 53,7 ND 
Rosa arvensis 21 1,9 39,2 11,5 ND 52,7 757,7 23,1 10,0 26,9 ND ND ND ND 
Sanguisorba 
officinalis 
22 8,4 9,5 ND 7,4 11,8 757,7 ND 7,6 17,9 ND ND ND ND 
Potentilla 
hiyraldiana 
23 ND ND ND 7,8 61,9 8,3 26,9 3,6 18,9 ND ND ND 243,1 
Πίνακας 31: Πολυφαινολική σύνθεση εκχυλισμάτων από φυτά της οικογένειας των Rosaceae όπως προσδιορίστηκε με υγρή χρωματογραφία. (ND: δεν ανιχνεύθηκαν)
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5.2 Καθαρισμός και απομόνωση της κολοβωμένης γ-καταλυτικής υπομονάδας της 
κινάσης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου (rmPhKγ) 
Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω (εδάφιο 4.10) το γονίδιο που κωδικοποιεί τη γ-
καταλυτική υπομονάδα από σκελετικούς μύες κονίκλων υπερεκφράστηκε στα βα-
κτηριακά στελέχη B834plyss (DE3), με σκοπό τη χρήση της καθαρής πρωτεΐνης σε 
πειράματα φωσφορυλίωσης της rmGPb σε rmGPa και τη πραγματοποίηση κινητι-
κών μελετών. Το πρώτο στάδιο της απομόνωσης και του καθαρισμού της rmPhKγ 
βασίζεται στο γεγονός ότι η πρωτεΐνη εμφανίζει συγγένεια με τη γλουταθειόνη, λό-
γω του φορέα έκφρασης που έχει εισαχθεί (pGEX-6P1). Στα χρωματογραφήματα 
που παρουσιάζονται στο εδάφιο, ο άξονας των xx’ αναφέρεται στον όγκο (mL) κα-
θώς και στην αρίθμηση των κλασμάτων, ενώ στον άξονα yy’ αναφέρεται η απορρό-
φηση (mAU-280nm) του εξερχόμενου από τη στήλη δείγματος. 
Στάδιο 1: Χρωματογραφία συγγένειας (Protino GST/4B) 
Η έκλουση της πρωτεΐνης γίνεται στα κλάσματα 5, 6, 7 (Εικόνα 57) σύμφωνα με την 
τιμή της απορρόφησης σε μήκος κύματος 280 nm, τα οποία συλλέχθησαν και ανα-
λύθηκαν σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες (Εικόνα 58). Τα 
κλάσματα 1-3 του χρωματογραφήματος περιείχαν τις πρωτεΐνες του υπερδιηθήμα-
τος που δεν προσδέθηκαν στη στήλη. Το κλάσμα 4 περιείχε τις πρωτεΐνες που δεν 
προσδέθηκαν ισχυρά στη στήλη και απομακρύνθηκαν κατά τη διάρκεια της έκπλυ-
σης της στήλης. Τέλος, τα κλάσματα 5-8 περιέχουν την εκλουσμένη rmPhKγ. 
Ακολούθησε ανάλυση των δειγμάτων σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου υπό αποδιατα-
κτικές συνθήκες με σκοπό να ελεγχθεί η καθαρότητα των δειγμάτων. Το μοριακό 
βάρος της rmPhKγ είναι 34 kDa, του επιτόπου GST, 26 kDa και της πρωτεάσης 3C 
μαζί με τη GST ~46 kDa. 
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Εικόνα 57: Χρωματογράφημα του πρώτου βήματος καθαρισμού της rmPhKγ (GST). Τα κλάσματα 1-3 
περιείχαν πρωτεΐνες που δεν παρουσιάζουν συγγένεια προς τη στήλη (Flow Through), το κλάσμα 4 
αποτελεί την έκπλυση της στήλης (Wash), ενώ τα κλάσματα 5-12 περιείχαν το έκλουσμα των 
συνδεδεμένων στη στήλη πρωτεϊνών. 
 
Εικόνα 58: Πρώτο βήμα καθαρισμού της rmPhKγ. Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου (10%) 
υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Ως Μ συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού μοριακού βάρους. Στη 
πρώτη διαδρομή εμφανίζεται το σύνολο των πρωτεϊνών μετά τη λύση των βακτηριακών κυττάρων. 
Στη δεύτερη διαδρομή εμφανίζεται το σύνολο των πρωτεϊνών μετά από φυγοκέντρηση σε υψηλές 
στροφές (lysate). Στην τρίτη διαδρομή εμφανίζεται το σύνολο των πρωτεϊνών που δεν δεσμεύθηκαν 
στη στήλη (Flow Through). Στην τέταρτη διαδρομή εμφανίζεται το σύνολο των πρωτεϊνών που 
εκπλύθηκαν (Wash). Στις υπόλοιπες διαδρομές 5-8 εμφανίζεται το έκλουσμα της στήλης (κλάσματα 
5-8 του χρωματογραφήματος). 
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Στάδιο 2: Χρωματογραφία συγγένειας (HiTrapBlueHP-Cibacron Blue) 
Τα κλάσματα 5-8 της προηγούμενης στήλης υπέστησαν πρωτεολυτική διάσπαση 
του επιτόπου GST από την πρωτεάση 3C για χρονικό διάστημα 16 ωρών σε θερμο-
κρασία 4 oC. Όπως και στο προηγούμενο στάδιο καθαρισμού τα κλάσματα 1-4 του 
χρωματογραφήματος (Εικόνα 59) περιείχαν τις πρωτεΐνες που δεν προσδέθηκαν στη 
στήλη (Flow Through), τα κλάσματα 5-6 περιείχαν τις πρωτεΐνες οι οποίες απομα-
κρύνθηκαν από τη στήλη κατά τη διάρκεια της έκπλυσης της, ενώ τα κλάσματα 7-15 
περιείχαν την εκλουσμένη rmPhKγ. 
 
Εικόνα 59: Δεύτερο βήμα καθαρισμού της rmPhKγ (HiTrapBlueHP), όπου παρουσιάζεται το 
χρωματογράφημα. Τα κλάσματα 1-4 (παρουσιάζονται με κόκκινο στο χρωματογράφημα) περιείχαν 
τις πρωτεΐνες χωρίς συγγένεια προς τη στήλη (Flow Through), τα κλάσματα 5-6 είναι η εκπλύση της 
στήλης (Wash), ενώ τα κλάσματα 7-16 περιείχαν το έκλουσμα των συνδεδεμένων στη στήλη 
πρωτεϊνών.  
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Εικόνα 60: Δεύτερο βήμα καθαρισμού της rmPhKγ. Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου 
(12%) υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Ως Μ συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού μοριακού βάρους. Στη 
πρώτη διαδρομή εμφανίζεται η άτμητη πρωτεΐνη από το προηγούμενο στάδιο καθαρισμού. Στη 
δεύτερη διαδρομή το δείγμα που υπέστη πρωτεολυτική διάσπαση από τη πρωτεάση 3C. Στην τρίτη 
διαδρομή το αραιωμένο δείγμα που φορτώθηκε στη στήλη (Input). Στη διαδρομή 4 είναι δείγμα από 
τη συνένωση των κλασμάτων 1-4 του χρωματογραφήματος (Flow Through). Η διαδρομή 5 έχει 
δείγμα από τη συνένωση των κλασμάτων 5-6 του χρωματογραφήματος (Wash), ενώ οι διαδρομές 6-
11 είναι τα κλάσματα 8, 10, 12, 14, 15 του χρωματογραφήματος.  
Στάδιο 3: Χρωματογραφία συγγένειας (σφαιρίδια αγαρόζης με ακινητοποιημένη 
γλουταθειόνη) 
Για το διαχωρισμό της rmPhKγ από την πρωτεάση 3C (η οποία διαθέτει ετικέτα συγ-
γένειας GST) έγινε εφαρμογή υγρής χρωματογραφίας με σφαιρίδια αγαρόζης που 
περιείχαν ακινητοποιημένη γλουταθειόνη. Τα αποτελέσματα αναλύθηκαν σε πηκτή 
πολυακρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες και παρουσιάζονται στην Εικόνα 
61. Η rmPhKγ δεν προσδέθηκε στη στήλη, ενώ η πρωτεάση 3C προσδέθηκε στη στή-
λη λόγω της συγγένειας που εμφανίζει. Στη διαδρομή 1 βρίσκεται η συμπυκνωμένη 
κινάση της φωσφορυλάσης (συμπύκνωση με φίλτρο με ανώτατο όριο μοριακού με-
γέθους 10 kDa) (Εικόνα 61). 
30 KDa 
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Εικόνα 61: Τρίτο βήμα καθαρισμού της rmPhKγ. Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου (12%) 
υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Ως Μ συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού μοριακού βάρους. Στην 
πρώτη διαδρομή εμφανίζεται η καθαρή και συμπυκνωμένη rmPhKγ. 
Μετά το τέλος του χρωματογραφικού καθαρισμού η πρωτεΐνη συμπυκνώθηκε με 
φίλτρο συμπύκνωσης, με ανώτατο όριο μοριακού μεγέθους (cut off) 10 kDa σε τελι-
κό όγκο 0,1 mL. Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης προσδιορίστηκε με τη μέθοδο Brad-
ford σε 1,5 mg/mL, ενώ η απόδοση της απομόνωσης ήταν 0,04 mg/L βακτηριακής 
καλλιέργειας. H πρωτεΐνη χρησιμοποιήθηκε για κινητικές μελέτες και πιο συγκεκρι-
μένα για φωσφορυλίωση της GPb σε GPa με τις συνθήκες που περιγράφηκαν παρα-
πάνω.  
5.3 Καθαρισμός και απομόνωση της ανθρώπινης ηπατικής φωσφορυλάσης του 
γλυκογόνου (hlGPb) 
Το πρώτο στάδιο της απομόνωσης της hlGPb βασίζεται στο γεγονός ότι η πρωτεΐνη 
εμφανίζει συγγένεια με ιόντα Ni2+, λόγω της ετικέτας 6 ιστιδινών που διαθέτει στο 
αμινοτελικό της άκρο. Η χαμηλή συγκέντρωση του ιμιδαζολίου (20 mM) τόσο στο 
διάλυμα Α όσο και στο διάλυμα λύσης επέτρεψε στην πρωτεΐνη να συνδεθεί, άλλα 
απέτρεπε, ως ένα βαθμό, την μη ειδική σύνδεση άλλων πρωτεϊνών. Αντίθετα το 
διάλυμα Β περιείχε 0,5 Μ ιμιδαζολίου, ώστε να απομακρυνθούν οι προσδεδεμένες 
πρωτεΐνες από τη στήλη. Στις παρακάτω εικόνες (Εικόνα 62, Εικόνα 63) παρουσιάζε-
ται το χρωματογράφημα και τα αποτελέσματα από την πηκτή πολυακρυλαμιδίου 
υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Στα χρωματογραφήματα που παρουσιάζονται στο 
εδάφιο, ο άξονας των xx’ αναφέρεται στον όγκο (mL) καθώς και στην αρίθμηση των 
κλασμάτων, ενώ στον άξονα yy’ αναφέρεται η απορρόφηση (mAU-280nm) του ε-
ξερχόμενου από τη στήλη δείγματος. 
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Εικόνα 62: Χρωματογράφημα του πρώτου βήματος καθαρισμού της hlGP (His Trap). Τα κλάσματα 1-
3 περιείχαν τις πρωτεΐνες χωρίς συγγένεια προς τη στήλη (Flow Through), το κλάσμα 4 την έκπλυση 
της στήλης (Wash), ενώ τα κλάσματα 5-11 περιείχαν το έκλουσμα των συνδεδεμένων στη στήλη 
πρωτεϊνών (κλάσματα 7-12). 
 
Εικόνα 63: Πρώτο βήμα καθαρισμού της hlGPb (His-Trap). Ηλεκτροφόρηση πηκτής 
πολυακρυλαμιδίου (10%) υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Ως Μ συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού 
μοριακού βάρους. Στη πρώτη διαδρομή εμφανίζεται το σύνολο των πρωτεϊνών μετά τη λύση των 
βακτηριακών κυττάρων. Στη δεύτερη διαδρομή εμφανίζεται το σύνολο των πρωτεϊνών μετά από 
φυγοκέντρηση σε υψηλές στροφές (lysate). Στη τρίτη διαδρομή εμφανίζεται το σύνολο των 
πρωτεϊνών που δεν δεσμεύθηκαν στη στήλη (Flow Through, κλάσματα 1-3 του 
χρωματογραφήματος). Στην τέταρτη διαδρομή εμφανίζεται το σύνολο των πρωτεϊνών που 
εκπλύθηκαν (Wash), και είναι το κλάσμα 4 του χρωματογραφήματος. Στις υπόλοιπες διαδρομές 
εμφανίζονται τα κλάσματα 5-8 του χρωματογραφήματος. 
Το δεύτερο στάδιο απομόνωσης και καθαρισμού βασίζεται στη χρωματογραφία ιο-
ντοανταλλαγής. Προκειμένου να προσδεθεί η πρωτεΐνη πάνω στη στήλη θα πρέπει 
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προηγουμένως να μειωθεί η υψηλή συγκέντρωση άλατος που υπάρχει από το πρώ-
το βήμα καθαρισμού και γι’ αυτό πραγματοποιείται διαπίδυση στο διάλυμα Α της 
στήλης ιοντοανταλλαγής. Έτσι η hlGPb προσδέθηκε στη στήλη λόγω του αρνητικού 
φορτίου της σε pH 8 και στη συνέχεια εκλούεται με διαβάθμιση του παράγοντα έ-
κλουσης, διότι αυξάνεται η ιοντική ισχύς του διαλύματος. Η έκλουση της hlGPb, 
όπως φαίνεται και στο χρωματογράφημα στην Εικόνα 64 έγινε μεταξύ του 12-20 % 
του διαλύματος Β, δηλαδή σε 120 έως 200 mM NaCl, μέσω της διαβάθμισης συγκέ-
ντρωσης του παράγοντα έκλουσης.  
 
Εικόνα 64: Χρωματογράφημα του δευτέρου βήματος καθαρισμού της hlGP (Resource Q). Τα 
κλάσματα 1-2 περιείχε πρωτεΐνες χωρίς συγγένεια προς τη στήλη (Flow Through), το κλάσμα 3-4 
αποτελεί την έκπλυση της στήλης (Wash), ενώ τα κλάσματα 5-18 περιείχαν το έκλουσμα των 







Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




Εικόνα 65: Δεύτερο βήμα καθαρισμού της hlGP. Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου (10%) 
υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Ως Μ συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού μοριακού βάρους. Στη 
πρώτη διαδρομή είναι το σύνολο των πρωτεϊνών μετά την αλλαγή του διαλύματος μέσω διαπίδυσης. 
Στη δεύτερη διαδρομή εμφανίζεται το σύνολο των πρωτεϊνών που δεν δεσμεύθηκαν στη στήλη (Flow 
Through, κλάσματα 1-2 του χρωματογραφήματος). Στην τρίτη διαδρομή είναι το σύνολο των 
πρωτεϊνών που εκπλύθηκαν (Wash, κλάσματα 3-4 του χρωματογραφήματος). Στις υπόλοιπες 
διαδρομές εμφανίζεται το έκλουσμα της στήλης μετά τη διαβάθμιση της συγκέντρωσης του 
διαλύματος Β 0-40 % (κλάσματα 7-14 του χρωματογραφήματος). 
Το τρίτο στάδιο της απομόνωσης και καθαρισμού της hlGPb βασίστηκε στο γεγονός 
ότι η πρωτεΐνη που δεν υπέστη πρωτεολυτική διάσπαση του επιτόπου των έξι ιστι-
δινών εξακολουθούσε να εμφανίζει συγγένεια για ιόντα Ni2+ ενώ αυτή που είχε δι-
ασπαστεί ο επίτοπος δεν θα συνδεόταν στη στήλη. Η απομάκρυνση της πρωτεάσης 
TEV (27 kDa) πραγματοποιείται λόγω της συγγένειας της με τη στήλη (His-Trap), διό-
τι διέθετε επίτοπο ιστιδινών και προσδέθηκε στη στήλη (Εικόνα 66). 
100 KDa 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




Εικόνα 66: Χρωματογράφημα του δευτέρου βήματος καθαρισμού της hlGP (His-Trap), μετά την 
πρωτεολυτική διάσπαση από την πρωτεάση TEV (His-Trap). Τo κλάσμα 1 περιείχε πρωτεΐνες χωρίς 
συγγένεια προς τη στήλη (Flow Through) και εκεί βρίσκεται η πρωτεΐνη που υπέστη πρωτεολυτική 
διάσπαση από τη πρωτεάση TEV.  Τα κλάσματα 2-3 είναι η έκπλυση της στήλης (Wash), ενώ τα 
κλάσματα 4-12 περιείχαν το έκλουσμα της άτμητης πρωτεΐνης, και του παράγοντα τμήσης που είναι 
η πρωτεάση TEV. 
 
Εικόνα 67: Τρίτο βήμα καθαρισμού της hlGPb. Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου (10%) υπό 
αποδιατακτικές συνθήκες. Στη πρώτη διαδρομή είναι η τμημένη πρωτεΐνη πριν την εφαρμογή του 
δείγματος στη στήλη συγγένειας. Στη δεύτερη διαδρομή εμφανίζεται το έκπλυμα (flow through) 
όπου υπάρχει η πρωτεΐνη hlGPb μετά την πρωτεολυτική διάσπαση από την πρωτεάση TEV. Στην 
τρίτη διαδρομή εμφανίζεται η έκπλυση της στήλης (Wash, κλάσματα 2-3 του χρωματογραφήματος). 
Στις διαδρομές 4-6 φαίνεται να έχει εκλουστεί η άτμητη hlGPb καθώς και η πρωτεάση TEV. Η 
ποσότητα της άτμητης πρωτεΐνης είναι ελάχιστη επομένως η δραστικότητα της πρωτεάσης TEV είναι 
ικανοποιητική. 
Μετά το τέλος του χρωματογραφικού καθαρισμού η πρωτεΐνη συμπυκνώθηκε με 
φίλτρο συμπύκνωσης, με ανώτατο όριο μοριακού μεγέθους (cut off) 50 kDa σε τελι-
κό όγκο 0,1 mL. Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης προσδιορίστηκε μέσω του νόμου 
100 KDa 
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Beer-Lambert σε μήκος κύματος 280 nm, με ε=1,2 M-1 cm-1 και b=1cm σε 1,2 mg/mL, 
ενώ η απόδοση της απομόνωσης ήταν 0,03 mg/L βακτηριακής καλλιέργειας.   
5.3.1 Κινητική μελέτη ανθρώπινης ηπατικής φωσφορυλάσης του γλυκογόνου 
(hlGPa) 
Τα πειράματα προσδιορισμού των σταθερών Km και Vmax του ενζύμου πραγματο-
ποιήθηκαν μετά τον χρωματογραφικό καθαρισμό και τη μετατροπή της hlGPb στην 
ενεργό μορφή hlGPa, με φωσφορυλίωσή της από την rmPhKγ. Ακολούθησε κινητική 
μελέτη προκειμένου να προσδιοριστεί η ενζυμική δραστικότητα της hlGPa. 
Οι κινητικές παράμετροι της hlGPa υπολογίστηκαν: Km= 0,80 ± 0,02 mM, και Vmax= 
51,11 ± 0,19 μmol/min/mg. Στην παρακάτω Εικόνα 68 παρουσιάζεται η καμπύλη της 
ταχύτητας (ειδική δραστικότητα, sp. activity, μmol φωσφορικών / min mg ενζύμου), 
ως προς τη συγκέντρωση του υποστρώματος (Glc-1-P). 
 
Εικόνα 68: Διάγραμμα Michaelis-Menten κινητικής μελέτης της hlGPa σε διάφορες συγκεντρώσεις 
υποστρώματος G1P (1, 2, 3, 6, 10 mM), στην κατεύθυνση σύνθεσης του γλυκογόνου, υπό σταθερή 
συγκέντρωση γλυκογόνου (0,2% w/v). Το διάγραμμα (σε σχήμα υπερβολής) παρουσιάζει την 
ταχύτητα ως προς τη συγκέντρωση υποστρώματος. Στο ένθετο βρίσκεται το αντίστροφο διάγραμμα 
γνωστό και ως Lineweaver-Burk από όπου και προκύπτουν οι τιμές των Km και Vmax. 
5.4 Έκφραση της κολοβωμένης ανθρώπινης ηπατικής γ κινάσης της φωσφορυλά-
σης του γλυκογόνου (hlPhKγ) 
5.4.1 Έλεγχος προτύπου έκφρασης της πρωτεΐνης σε διαφορετικές συγκεντρώσεις 
επαγωγικού παράγοντα (IPTG).  
Για να μεγιστοποιηθεί το ποσοστό της διαλυτής ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης έγινε 
έλεγχος των συνθηκών έκφρασης στη κυτταρική σειρά BL21Gold (DE3), του βελτι-
στοποιημένου γονιδίου της κολοβωμένης ανθρώπινης ηπατικής γ κινάσης της φω-
σφορυλάσης του γλυκογόνου (hlPhKγtrunc) όπως αναφέρθηκε και στο εδάφιο 4.11. 
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Σκοπός του πειράματος ήταν η επιλογή της κατάλληλης θερμοκρασίας και συγκέ-
ντρωσης επαγωγικού παράγοντα (IPTG). 
 
Εικόνα 69: Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου (12%) υπό αποδιατακτικές συνθήκες 
παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων επαγωγικού παράγοντα σε θερμοκρασίες 37 και 18 
o
C. Ως 
Μ συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού μοριακού βάρους, 1: Διαλυτές πρωτεΐνες χωρίς τη προσθήκη 
IPTG 37 
o
C, 2: Διαλυτές πρωτεΐνες μετά τη προσθήκη 0,1 mM IPTG 37 
o
C , 3: Διαλυτές πρωτεΐνες μετά 
τη προσθήκη 0,5 mM IPTG 37 
o
C, 4: Διαλυτές πρωτεΐνες μετά τη προσθήκη  1 mM IPTG 37 
o
C. 5: 
Διαλυτές πρωτεΐνες χωρίς τη προσθήκη IPTG 18 
o
C, 6: Διαλυτές πρωτεΐνες μετά τη προσθήκη 0,1 mM 
IPTG 18 
o
C , 7: Διαλυτές πρωτεΐνες μετά τη προσθήκη 0,5 mM IPTG 18 
o
C, 8: Διαλυτές πρωτεΐνες μετά 
τη προσθήκη  1 mM IPTG 18 
o
C 
Η επιτυχής έκφραση της πρωτεΐνης στο διαλυτό κλάμα έγινε παρουσία του επαγω-
γικού παράγοντα IPTG σε όλες τις συγκεντρώσεις που δοκιμάστηκαν (0,1, 0,5 και 1,0 
mM) και για τις δύο θερμοκρασίες. Επιλέχθηκε ως βέλτιστη συνθήκη η συγκέντρω-
ση των 0,5 mM IPTG στη θερμοκρασία των 18 οC μιας και φαίνεται πως οριακά οδη-
γεί σε μεγαλύτερη έκφραση. 
5.4.2 Καθαρισμός και απομόνωση της κολοβωμένης ανθρώπινης ηπατικής γ κινά-
σης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου (hlPhKγ). 
Στάδιο 1: Χρωματογραφία συγγένειας (Protino GST/4B) 
Μετά την εξισορρόπηση της στήλης ακολουθεί η διέλευση του πρωτεϊνικού δείγμα-
τος στη στήλη χρωματογραφίας Protino GST/4B που φέρει ως ακινητοποιημένο 
προσδέτη γλουταθειόνη, και στη συνέχεια η έκπλυση με δέκα όγκους στήλης δια-
λύματος Α, προκειμένου να απομακρυνθούν οι μη ειδικά προσδεμένες πρωτεΐνες. Η 
έκλουση των δεσμευμένων πρωτεϊνών γίνεται με χρήση του διαλύματος Β (100 %) 
και συλλέγονται κλάσματα όγκου 1 mL. Όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 70, κατά 
τη διάρκεια της απομόνωσης, η έκλουση της πρωτεΐνης έγινε στα κλάσματα 4-7 
σύμφωνα με την τιμή της απορρόφησης σε μήκος κύματος 280 nm, τα οποία συλλέ-
χθηκαν και αναλύθηκαν σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθή-
κες. Τα κλάσματα 1-2 του χρωματογραφήματος περιείχαν τις πρωτεΐνες του υπερ-
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διηθήματος οι οποίες δεν προσδέθηκαν στη στήλη λόγω έλλειψης συγγένειας. Το 
κλάσμα 3 περιείχε τις πρωτεΐνες που δεν προσδέθηκαν ισχυρά στη στήλη και απο-
μακρύνθηκαν κατά τη διάρκεια της έκπλυσης της στήλης. Τέλος, τα κλάσματα 4-7 
είναι το στάδιο της έκλουσης όπου εκλούεται η hlPhKγ. Στα χρωματογραφήματα 
που παρουσιάζονται στο εδάφιο, ο άξονας των xx’ αναφέρεται στον όγκο (mL) κα-
θώς και στην αρίθμηση των κλασμάτων, ενώ στον άξονα yy’ αναφέρεται η απορρό-
φηση (mAU-280nm) του εξερχόμενου από τη στήλη δείγματος. 
 
Εικόνα 70: Χρωματογράφημα του πρώτου βήματος καθαρισμού της hlPhKγ (GST). Τα κλάσματα 1-2 
περιείχαν πρωτεΐνες χωρίς συγγένεια προς τη στήλη (Flow Through), το κλάσμα 4 αποτελεί την 
έκπλυση της στήλης (Wash), ενώ τα κλάσματα 4-12 περιείχαν το έκλουσμα των συνδεδεμένων στη 
στήλη πρωτεϊνών. 
Ακολούθησε ανάλυση των δειγμάτων σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου υπό αποδιατα-
κτικές συνθήκες με σκοπό να ελεγχθεί η καθαρότητα των δειγμάτων. Το μοριακό 
βάρος της hlPhKγ είναι ~30 kDa, του επιτόπου GST 26 kDa και της πρωτεάσης 3C μα-
ζί με τη GST ~46 kDa. 
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Εικόνα 71: Πρώτο βήμα καθαρισμού της hlPhKγ. Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου (10%) 
υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Ως Μ συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού μοριακού βάρους. Στην 
πρώτη διαδρομή είναι δείγμα από το σύνολο των πρωτεϊνών μετά τη λύση των βακτηριακών 
κυττάρων. Στη δεύτερη διαδρομή δείγμα από το σύνολο των πρωτεϊνών μετά από φυγοκέντρηση σε 
υψηλές στροφές (lysate). Στην τρίτη διαδρομή δείγμα από την ενοποίηση των κλασμάτων 1 και 2 
(Flow Through). Στη τέταρτη διαδρομή δείγμα από το κλάσμα 4 (Wash). Στις υπόλοιπες διαδρομές 
εμφανίζεται δείγματα από τα κλάσματα 4, 6 και 7. 
Στάδιο 2: Χρωματογραφία συγγένειας (HiTrapBlueHP-Cibacron Blue) 
Τα κλάσματα 5-7 της προηγούμενης στήλης υπέστησαν πρωτεολυτική διάσπαση 
του επιτόπου GST από την πρωτεάση 3C, καθώς και αραίωση αυτών με διάλυμα 
που δεν περιείχε άλας, ώστε να πραγματοποιηθεί πρόσδεση του δείγματος στη 
στήλη HiTrapBlueHP. Όπως και στο προηγούμενο στάδιο καθαρισμού τα κλάσματα 
1-4 του χρωματογραφήματος είναι οι πρωτεΐνες που δεν προσδέθηκαν στη στήλη 
(Flow Through), το κλάσμα 5 οι πρωτεΐνες που απομακρύνθηκαν  από τη στήλη κατά 
τη διάρκεια της έκπλυσης, τα κλάσματα 8-10 που εκλούστηκαν κατά την εφαρμογή 
50% του διαλύματος Β, τα κλάσματα 11-13 που εκλούστηκαν κατά την εφαρμογή 
100% του διαλύματος Β, ενώ τα κλάσματα 14-19 αντιστοιχούν στο διάλυμα Γ όπου 
πραγματοποιείται και η έκλουση της πρωτεΐνης μέσω της αλλαγής του pH του δια-
λύματος (Εικόνα 72). 
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Εικόνα 72: Χρωματογράφημα του δευτέρου βήματος καθαρισμού της hlPhKγ (HiTrap Blue HP). Τα 
κλάσματα 1-4 περιέχουν πρωτεΐνες χωρίς συγγένεια προς τη στήλη (Flow Through), τα κλάσματα 5-6 
αποτελούν την εκπλύση της στήλης (Wash), ενώ τα κλάσματα 7-19 περιέχουν το έκλουσμα των 
συνδεδεμένων στη στήλη πρωτεϊνών (κλάσματα 7-10) με το 50% του διαλύματος Β, τα κλάσματα 11-
13 περιέχουν πρωτεΐνες που εκλούονται από το 100% του διαλύματος Β και τέλος τα κλάσματα 14-
19 περιέχουν την εκλουσμένη πρωτεΐνη  μέσω της αλλαγής του pH του διαλύματος. 
 
Εικόνα 73: Δεύτερο βήμα καθαρισμού της hlPhKγ. Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου (12%) 
υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Ως Μ συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού μοριακού βάρους. Στη 
πρώτη διαδρομή εμφανίζεται η άτμητη πρωτεΐνη από το προηγούμενο στάδιο καθαρισμού. Στη 
δεύτερη διαδρομή αντιστοιχεί το δείγμα που υπέστη τμήση από τη πρωτεάση 3C. Η διαδρομή 4 έχει 
δείγμα από την ενοποίηση των  κλασμάτων 1-4 (Flow Through), η διαδρομή 5 δείγμα από τα  
κλάσματα 5-6 (Wash), η διαδρομή 6 δείγμα από την ενοποίηση των κλασμάτων 8-10, η διαδρομή  7 
δείγμα από την ενοποίηση των κλασμάτων 11-13, ενώ οι διαδρομές 8-16 τα κλάσματα 14-19. 
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Στάδιο 3: Χρωματογραφία συγγένειας (σφαιρίδια αγαρόζης με ακινητοποιημένη 
γλουταθειόνη) 
Ο διαχωρισμός της hlPhKγ από την πρωτεάση 3C (η οποία και διαθέτει ετικέτα συγ-
γένειας GST) έγινε με εφαρμογή υγρής χρωματογραφία σε σφαιρίδια αγαρόζης που 
περιείχαν ακινητοποιημένη γλουταθειόνη. Η ανάλυση με πηκτή πολυακρυλαμιδίου 
υπό αποδιατακτικές συνθήκες παρουσιάζεται στην Εικόνα 74. Είναι εμφανές πως η 
hlPhKγ δεν προσδέθηκε στη στήλη, ενώ η πρωτεάση 3C προσδέθηκε στη στήλη λόγω 
της συγγένειας που εμφανίζει. Στην πρώτη διαδρομή βρίσκεται η συμπυκνωμένη 
hlPhKγ (συμπύκνωση με φίλτρο με ανώτατο όριο μοριακού μεγέθους 10 kDa) σε τε-
λικό όγκο 0,1 mL (Εικόνα 74). 
 
Εικόνα 74: Τρίτο βήμα καθαρισμού της hlPhKγ. Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου (12%) 
υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Ως Μ συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού μοριακού βάρους. Στη 
πρώτη διαδρομή εμφανίζεται η καθαρή και συμπυκνωμένη hlPhKγ. 
Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης προσδιορίστηκε με μέθοδο Bradford σε 10 mg/mL, 
ενώ η απόδοση της απομόνωσης ήταν 0,25 mg/L βακτηριακής καλλιέργειας.  
5.4.3 Πρώιμες δοκιμές σταθερότητας της hlPhKγ σε διαφορετικές συνθήκες (pH)  
Η παραγωγή πρωτεϊνών κατάλληλων για δομικές μελέτες είναι μια εγγενώς δύσκο-
λη και χρονοβόρα διαδικασία. Παράγοντες όπως η ομοιογένεια του δείγματος, η 
σταθερότητα του και η διαλυτότητα συσχετίζονται έντονα με την πιθανότητα των 
πρωτεϊνών να κρυσταλλωθούν. Βελτιστοποίηση αυτών των ιδιοτήτων μπορεί να 
οδηγήσει στην κρυστάλλωση (233). Στην παρούσα διατριβή εφαρμόσαμε τη μέθοδο 
thermofluor, μέσω πειραμάτων που έγιναν από την ευρωπαϊκή ερευνητική υποδο-
μή iNext (μετά από υποβολή επιτυχούς πρότασης), στο Άμστερνταμ της Ολλανδίας, 
ως μια προσέγγιση υψηλής απόδοσης για τον προσδιορισμό της βέλτιστης συνθή-
κης κρυστάλλωσης της πρωτεΐνης. Η μέθοδος επέτρεψε την ταχεία βελτιστοποίηση 
των αρχικών συνθηκών μέσω αποτίμησης της θερμικής σταθερότητας μιας πρωτεΐ-
νης με τον όλο και πιο έντονο φθορισμό ενός φθορισμοφόρου που προσδένεται σε 
υδρόφοβα μέρη της πρωτεΐνης καθώς αυτή αποδιατάσσεται, αυξανόμενης της θερ-
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μοκρασίας. Έτσι προσδιορίζεται μια θερμοκρασίας ‘τήξης’ Tm. Κατά αυτόν τον τρό-
πο βελτιστοποιήθηκαν τα αρχικά ρυθμιστικά διαλύματα διατήρησης του πρωτεϊνι-
κού δείγματος στις επακόλουθες δοκιμές κρυστάλλωσης.  
5.4.3.1 Σάρωση διαφόρων ρυθμιστικών διαλυμάτων διαφορετικού εύρους pH με 
σκοπό τον έλεγχο της σταθερότητας του δείγματος 
Το κάθε διάλυμα που χρησιμοποιήθηκε ήταν σε υψηλή συγκέντρωση με σκοπό την 
άμεση μεταβολή του pH, ενώ η περιοχή εύρους ήταν μεταξύ των τιμών 4,5 έως 9,5. 
Οι τιμές Tm που μετρήθηκαν σε κάθε ρυθμιστικό διάλυμα μπορεί να οδηγήσουν σε 
συμπεράσματα σχετικά με τη σταθερότητα και την ομοιογένεια της πρωτεΐνης σε 
διαφορετικές συνθήκες. Έτσι, προσδιορίστηκε η θερμοκρασία που προκαλούσε με-
ταβολές της  πρωτεΐνης προς μια περισσότερο διαταραγμένης κατάστασης λόγω 
συσσωματωμάτων ή μη σωστής αναδίπλωσης (Tm aggregation). Είναι εμφανείς οι 
μεγάλες αλλαγές που παρατηρούνται στη σταθερότητα της πρωτεΐνης όταν μετα-
βάλλονται οι τιμές του pH (Διάγραμμα 1). 
 
Διάγραμμα 1: Παρατήρηση των σημαντικών αλλαγών που παρατηρείται στη σταθερότητα της πρω-
τεΐνης όταν μεταβάλλονται οι τιμές του pH (στον άξονα χ) και της θερμοκρασίας (στον άξονα ψ). 
 
Η πρωτεΐνη έχει υψηλή σταθερότητα σε pH 6,5 και 7,0, καθώς και παρουσία φω-
σφορικών ιόντων σε ρυθμιστικά διαλύματα με pH 7,5 και pH 8,5. Σε pH 4,5, 5,5, 7,5, 
8,0, 8,5 και 9,5 και σε pH 6,5 παρουσία φωσφορικών ιόντων η πρωτεΐνη αποσταθε-
ροποιούνταν σημαντικά. Είναι σημαντικό να αναφερθεί ότι τα αποτελέσματα σε pH 
4,5, 5,5 και 9,5 μπορεί να μην οφείλονται σε μια εγγενή ιδιότητα του ρυθμιστικού 
διαλύματος, αλλά στο αρκετά όξινο και βασικό pH. Επίσης, είναι σημαντικό να ανα-
φερθεί πως πρωτεΐνες που δεσμεύουν νουκλεοτίδια (nucleotide-binding) όπως και 
η hlPhKγ, εμφανίζουν μεγαλύτερη σταθερότητα σε ρυθμιστικά διαλύματα φωσφο-
ρικών ιόντων παρά σε άλλα ρυθμιστικά διαλύματα στις ίδιες τιμές pH, πιθανότατα 
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λόγω ειδικής αλλά σχετικά ασθενούς σύνδεσης με τα ανιόντα στη θέση δέσμευσης 
νουκλεοτιδίων (233). 
Στα επόμενα πειράματα κρυστάλλωσης που αναφέρονται παρακάτω, επικεντρωθή-
καμε σε τιμές pH που η πρωτεΐνη ήταν σταθερή σύμφωνα με την προηγούμενη α-
νάλυση. 
5.4.3.2 Προκαταρτικές προσπάθειες κρυστάλλωσης 
Προκειμένου να γίνει προσδιορισμός της βέλτιστης πρωτεϊνικής συγκέντρωσης που 
θα πρέπει να χρησιμοποιείται σε πειράματα κρυστάλλωσης, έγινε χρήση του Pre-
Crystallization Test (PCT), της εταιρίας Hampton Research (149). Η διαδικασία που 
ακολουθήθηκε ήταν η εξής: Σε καλυπτρίδα καλυμμένη με σιλικόνη, προστίθεται 1 
μL πρωτεϊνικού διαλύματος (10 mg/mL) και αναμιγνύεται με ίσο όγκο διαλύματος 
0.1M Tris/HCl pH 8,5, 2,0 M θειικό αμμώνιο (συνθήκη Α1), 0.1M Tris hydrochloride 
pH 8,5, 1.0 M Ammonium sulfate (συνθήκη Α2), 0.1M Tris hydrochloride pH 8,5, 0.2 
M Magnesium chloride hexahydrate και 30 % w/v Polyethylene glycol 4000 (συνθή-
κη Β1), 0.1M Tris hydrochloride pH 8,5, 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate και 
15 % w/v Polyethylene glycol 4000 (συνθήκη Β2). Η καλυπτρίδα φράσσεται αερο-
στεγώς και η σταγόνα στη συνέχεια εξισορροπείται πάνω από διάλυμα όγκου 700 
μL. Μετά από παρέλευση μισής ώρας από την εξισορρόπηση η πρωτεΐνη είχε κατα-
κρημνιστεί σε όλες τις συνθήκες. Το πρώτο βήμα που ακολουθήθηκε σύμφωνα με 
τις οδηγίες του εγχειριδίου χρήσης ήταν η αραίωση του πρωτεϊνικού διαλύματος 
στο ήμισυ της αρχικής συγκέντρωσης. Επαναλήφθηκε η ίδια διαδικασία με τη νέα 
συγκέντρωση. Η παρατήρηση των συνθηκών, σε συνδυασμό με τις οδηγίες του kit, 
κατέδειξε πως η βέλτιστη συγκέντρωση της πρωτεΐνης για πειράματα κρυστάλλω-
σης είναι 5 mg/mL. 
5.4.3.3 Κρυσταλλογραφικές μελέτες του δυαδικού συμπλόκου hlPhKγ-ATP-Mg2+ 
Με σκοπό τον προσδιορισμό των συνθηκών κρυστάλλωσης του δυαδικού συμπλό-
κου hlPhKγ-ATP-Mg2+ χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της διάχυσης ατμών (επικαθήμε-
νη σταγόνα). Για την ανάπτυξη των κρυστάλλων έγινε αρχικά σάρωση 288 συνθη-
κών μέσω τριών διαφορετικών kits (Molecular Dimensions Structure Screen 1 & 2, 
Jena Biosience Structure Basic 1 & 2, Jena Biosience Structure Kinase 1 & 2), που πε-
ριείχαν διαφορετικά ρυθμιστικά διαλύματα, με ποικιλία παραγόντων κατακρήμνι-
σης, αλάτων καθώς και διαφόρων ρυθμιστικών διαλυμάτων μέσω της χρήσης της 
ρομποτικής συσκευής OryxNano, σε θερμοκρασία 16οC. Οι συνθήκες κρυστάλλωσης 
ελέγχονταν ανά τακτά χρονικά διαστήματα, ενώ ο πρώτος έλεγχος έγινε μετά το πέ-
ρας 72 ωρών. Για όσες συνθήκες απέδιδαν κρυστάλλους ή κρυσταλλικά συσσωμα-
τώματα ακολουθούσε προσπάθεια βελτιστοποίησης ώστε να παραχθούν κρύσταλ-
λοι μεγαλύτερου μεγέθους στη μεν πρώτη περίπτωση και ανάπτυξη έστω και μι-
κροκρυσταλλικού ιζήματος στη δεύτερη περίπτωση.  
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Στο στάδιο αυτό, η μέθοδος που ακολουθήθηκε ήταν αυτή της επικαθήμενης στα-
γόνας (sitting drop) και ο χρησιμοποιούμενος όγκος πρωτεϊνικού διαλύματος 0,2 μL, 
με τη χρήση της ρομποτικής συσκευής OryxNano. Η αναλογία πρωτεΐνης-
κατακρημνιστικού διαλύματος ήταν 1:1 ή 2:1 και η θερμοκρασία 16 °C. Στις συνθή-
κες που αξιολογήθηκαν ως σημαντικές (διότι μετά τη πρώτη παρατήρηση εμφανί-
στηκε μικροκρυσταλλικό ίζημα ή μικροί κρύσταλλοι), πραγματοποιούνταν παρατή-
ρηση των κρυστάλλων κάθε τρεις ημέρες. Υπήρξαν κάποιες συνθήκες που εμφανί-
στηκαν τα πρώτα στοιχεία κρυστάλλου, και εκεί επικεντρώθηκαν οι προσπάθειες 
προκειμένου να αναπτυχθούν κρύσταλλοι κατάλληλης ποιότητας. Μετά από μία 
σειρά βελτιστοποιήσεων σε μεγαλύτερου όγκου σταγόνα, μέσω της μεταβολής σε 
μικρότερο εύρος της συγκέντρωσης του κατακρημνιστικού παράγοντα, της συγκέ-
ντρωσης της πρωτεΐνης, του pH και την ιοντικής ισχύος αναπτύχθηκαν κρύσταλλοι 
κατάλληλου μεγέθους. Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης ήταν 5 mg/mL, το μέγεθος της 
σταγόνας ήταν 3 μL (αναλογία πρωτεΐνης/αναλογία διαλύματος εξισορρόπησης 1:1)  
και όγκος του διαλύματος εξισορρόπησης στο βοθρίο ήταν 700 μL.  
Κατά τον πρώτο έλεγχο ενός ευρέος φάσματος συνθηκών κρυστάλλωσης, άρχισαν 
να εμφανίζονται κρυσταλλικά συσσωματώματα επίπεδων κρυστάλλων σχεδόν αμέ-
σως, μετά το πέρας 24 ωρών. Τα συσσωματώματα αυτά εμφανίστηκαν σε μικρό α-
ριθμό συνθηκών.  Οι συνθήκες οι οποίες έδωσαν κρυστάλλους είναι οι εξής: 
 
 
Εικόνα 75: 3,4 M 1,6-εξανοδιόλη, 0,1M Tris/HCl pH 8,5, 0,2M MgCl2 (JBScreen Basic 1-A5) και 
αραίωση 1:1 
 
Εικόνα 76: 3,4 M 1,6-εξανοδιόλη, 0,1M Tris/HCl pH 8,5, 0,2M MgCl2 (JBScreen Basic 1-A5) και 
αραίωση 2:1 
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Εικόνα 77: 20% PEG 4000, 0,1M Hepes pH 7,5, 0,2M MgCl2 (JBScreen Kinase 3-B3) και αραίωση 1:1 
 
Εικόνα 78: 1,0 M θειικό λίθιο, 0,1M Tris/HCl 8,5M, 10 mM NiCl2 (JBScreen Kinase 3-C4) και αραίωση 
1:1 
 
Εικόνα 79:1,0 M θειικό λίθιο, 0,1M Hepes 7,5M (JBScreen Kinase 3-C5) και αραίωση 1:1 
Οι κρύσταλλοι που αναπτύχθηκαν κατά τη σάρωση των συνθηκών ήταν κυρίως μι-
κρού μεγέθους και κακής ποιότητας όπως φαίνεται και στις παραπάνω εικόνες. Το 
πρόβλημα πιθανώς να οφείλονταν στο γρήγορο ρυθμό της κρυστάλλωσης που έχει 
ως αποτέλεσμα την ανάπτυξη μικροκρυστάλλων. Με σκοπό την επιβράδυνση της 
φάσης της πυρήνωσης (nucleation) για την ανάπτυξη κρυστάλλων μεγαλύτερου με-
γέθους και καλύτερης ποιότητας έγινε αύξηση του πρωτεϊνικού όγκου σε 2 μL (ανα-
λογία πρωτεΐνης/αναλογία διαλύματος εξισορρόπησης 2:1), με βάση την παραδοχή 
πως όσο μεγαλύτερος είναι ο όγκος του πρωτεϊνικού διαλύματος (κατ’ επέκταση και 
η συγκέντρωση πρωτεΐνης) τόσο περισσότερος χρόνος απαιτείται για την εξισορρό-
πηση των συγκεντρώσεων. Οι λαμβανόμενοι κρύσταλλοι ήταν αρκετά εύθραυστοι 
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γεγονός που μας ενθάρρυνε διότι δεν αποτελούσαν κρυστάλλους αλατιού, αλλά 
μας δημιουργούσε προβλήματα σχετικά με τα πειράματα κρυσταλλογραφίας ακτί-
νων Χ που θέλαμε να πραγματοποιήσουμε.  
Σημαντικό μειονέκτημα επίσης, ήταν ότι τόσο το μέγεθος όσο το σχήμα και η ποιό-
τητά τους δεν διαφοροποιήθηκε ιδιαίτερα ούτε με τη χρησιμοποίηση διαφορετικών 
αλάτων ούτε με την αλλαγή του παράγοντα κατακρήμνισης. Έγινε επίσης προσπά-
θεια κρυστάλλωσης με αντικατάσταση της 1,6-εξανοδιόλης από εξυλενογλυκόλη  
(2-μεθυλο-2,4-πεντανοδιόλη), λόγω της σημαντικής τους φυσικοχημικής ομοιότη-
τας, αλλά δεν οδήγησε σε  επιτυχημένα αποτελέσματα.  
Στη συνέχεια η επόμενη τεχνική που ακολουθήθηκε ήταν η τεχνική σποράς 
(seeding). Πιο συγκεκριμένα λόγω του μικρού μεγέθους και της ευαισθησίας των 
κρυστάλλων έγινε προσπάθεια βελτιστοποίησης της συνθήκης 0,1 Μ Tris/HCl pH 
8,5, 3,4M 1,6-εξανοδιόλη, 0,2M MgCl2. Οι νεοαναπτυσσόμενοι κρύσταλλοι που πα-
ρουσίαζαν ατέλειες στις ακμές τους, εκτός του πολύ μικρού μεγέθους, χρησιμοποι-
ήθηκαν με σκοπό τη βελτιστοποίηση της μορφολογίας του (Εικόνα 80) (159). 
 
Εικόνα 80: Νεοαναπτυσσόμενοι κρύσταλλοι που παρουσίασαν ατέλειες στις ακμές τους. 
Χρησιμοποιήθηκαν ως σπορά (seeding), για την ανάπτυξη κρυστάλλων  μεγαλύτερου μεγέθους και 
καλύτερης μορφολογίας. 
Κατά τη μέθοδο σποράς (seeding) ως πυρήνες χρησιμοποιούνται κρυσταλλικά 
θραύσματα (159), ενώ έχουμε τη δημιουργία πυρήνων που αποτελούν τη βάση ό-
που συναθροίζονται και τα υπόλοιπα πρωτεϊνικά μόρια. Έτσι, παρατηρείται ελεγχό-
μενη διαδικασία της πυρήνωσης (nucleation), πολλές φορές αποφεύγοντάς τη. Κατά 
την προσθήκη πυρήνων ευνοείται ενεργειακά η διαδικασία της κρυστάλλωσης, συ-
γκριτικά με το σχηματισμό ενός νέου πυρήνα από την αρχή, σε συγκεκριμένες συν-
θήκες χρόνου και περιβάλλοντος.  
Tα κρυσταλλικά συσσωματώματα που σχηματίστηκαν από προηγούμενες δοκιμές 
κρυστάλλωσης στη συγκεκριμένη συνθήκη, θρυμματίζονται με τη βοήθεια ειδικής 
γυάλινης ράβδου (Εικόνα 81) και μεταφέρονται από τη σταγόνα με την προσθήκη 
50 μL διαλύματος εξισορρόπησης, σε κωνικό σωληνάριο τύπου Eppendorf 1,5 mL το 
οποίο έχει ένα ειδικό σφαιρίδιο.  
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Εικόνα 81: Θρυμματισμός των κρυσταλλικών συσσωματωμάτων με τη βοήθεια ειδικής γυάλινης 
ράβδου. 
 
Ακολουθεί έντονη ανάδευση (vortex) διάρκειας 10 δευτερολέπτων και τοποθέτηση 
σε πάγο. Η διαδικασία αυτή επαναλαμβάνεται 3 φορές για να θρυμματιστούν οι 
κρύσταλλοι. Στη συνέχεια, λαμβάνονται 25 μL από τους πυρήνες και προστίθενται 
σε 25 μL επιπλέον διαλύματος εξισορρόπησης. Από αυτό το πυκνό διάλυμα πυρή-
νων (αραίωση 1:1) πραγματοποιήθηκε μία σειρά τριών διαδοχικών αραιώσεων. Έ-
πειτα, σε κάθε βοθρίο τοποθετήθηκε 1μL διαλύματος πρωτεΐνης (το ίδιο που χρησι-
μοποιήθηκε και για τον σχηματισμό των κρυστάλλων που χρησιμοποιούνται κατά 
τη σπορά), 0,7 μL διαλύματος εξισορρόπησης καθώς και 0,3 μL από την εκάστοτε 
αραίωση των πυρήνων. Το βοθρίο περιείχε το διάλυμα κρυστάλλωσης όγκου 700 μL 
που σφραγίστηκε αεροστεγώς, και το σύστημα αφέθηκε στη θερμοκρασία των 16οC. 
Κρύσταλλοι ικανοποιητικού μεγέθους εμφανίστηκαν 72 ώρες αργότερα στις σταγό-
νες με την 3η σειρά διαδοχικής αραίωσης των πυρήνων (Εικόνα 82). 
 
 
Εικόνα 82: Κρύσταλλοι της πρωτεΐνης hlPhKγ-ATP-Mg
2+
. Η σύσταση του διαλύματος εξισορρόπησης 
είναι συνθήκης 0,1 Μ Tris-HCl pH 8,5, 3,4M 1,6-Hexanediol, 0,2M MgCl2, ενώ η συγκέντρωση της 
πρωτεΐνης είναι 5 mg/mL. 
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5.4 Μοριακή κλωνοποίηση του γονιδίου PHKA1 (ανθρώπινη μυϊκή υπομονάδα α 
της κινάσης της φωσφρορυλάσης του γλυκογόνου) στον πλασμιδιακό φορέα 
pETM-11. 
Η παραγωγή της υπομονάδας α της ανθρώπινης μυϊκής κινάσης της φωσφορυλάσης 
του γλυκογόνου(hmPHKA) αποτέλεσε ένα αρκετά σημαντικό και απαραίτητο βήμα 
προκειμένου να προχωρήσουμε στη διεξαγωγή εκτενέστερων βιοφυσικών μελετών. 
Πρώτο βήμα για την παραγωγή της, αποτέλεσε η μοριακή κλωνοποίηση του γονιδί-
ου της PHKA1 στο πλασμιδιακό φορέα pET-Μ11 (Εικόνα 86). 
5.4.1 Βελτιστοποίηση του γονιδίου έκφρασης με σκοπό την ετερόλογη έκφραση 
στο σύστημα E.coli. 
Με σκοπό την επίλυση των προβλημάτων μειωμένης έκφρασης (ή καλύτερα χαμη-
λής απόδοσης) στο βακτηριακό σύστημα E.coli προχωρήσαμε σε ανάλυση του γονι-
δίου (PHKA1). Πιο συγκεκριμένα υπολογίστηκε μέσω διαφόρων αλγορίθμων η συ-
χνότητα εμφάνισης σπάνιων κωδικωνίων στην αλληλουχία (GenScript). Σύμφωνα με 
τον αλγόριθμο OptimumGeneTM Genescript το πλαίσιο προσαρμογής κωδικωνίων 
(Codon Adaptation Index, CAI) στο σύστημα E.coli ήταν 0,35. Μετά τη βελτιστοποίη-
ση η τιμή ανέβηκε σε 0,96 (Εικόνα 83). Η ιδανική τιμή είναι αυτή της τιμής 1 σχετικά 
με την έκφραση στο σύστημα E. coli. Επίσης, βελτιώθηκε το περιεχόμενο σε GC από 
47,03 σε 59,9 (Εικόνα 84). Αποτέλεσμα των παραπάνω αλλαγών, είναι η δημιουργία 
ενός νέου βελτιστοποιημένου γονιδίου που εκφράζει την πρωτεΐνη hmPHKA στο 
βακτηριακό σύστημα έκφρασης E.coli σε σημαντικά ικανοποιητικές ποσότητες σε 
σχέση με πριν (Εικόνα 85). 
 
Εικόνα 83: Η κατανομή της συχνότητας εμφάνισης σπάνιων κωδικωνίων κατά μήκος της 
αλληλουχίας του γονιδίου hmPHKA. Codon Adaptation Index, CAI της τάξης του 1.0 θεωρείται 
ιδανικό για το επιθυμητό σύστημα έκφρασης, ενώ ένα CAI> 0.8 θεωρείται αρκετά καλό. 
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Επίσης βελτιστοποιήθηκε τόσο το περιεχόμενο σε GC, όσο και σε μη αρεστά μοτίβα, 
ώστε να επεκταθεί ο χρόνος ζωής του mRNA (Εικόνα 84). 
 
 
Εικόνα 84: Το ιδανικό ποσοστιαίο φάσμα του περιεχομένου σε GC είναι μεταξύ 30-70%. Στη δική μας 




Εικόνα 85: Προφίλ έκφρασης μετά τη βελτιστοποίηση του γονιδίου PHKA1. Ηλεκτροφόρηση πηκτής 
πολυακρυλαμιδίου (10%) υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Ως Μ συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού 
μοριακού βάρους. Στη διαδρομή 1 παρουσιάζεται η έκφραση των συνολικών πρωτεϊνών (Total) της 
hmPHKA πριν από τη βελτιστοποίηση του γονιδίου. Στη διαδρομή 2 παρουσιάζεται η έκφραση των 
συνολικών πρωτεϊνών (Total) της hmPHKA μετά από τη βελτιστοποίηση του γονιδίου πριν την 
επαγωγή. Στη διαδρομή 3 παρουσιάζεται η έκφραση μετά τη βελτιστοποίηση του γονιδίου και την 
επαγωγή με 0,5 mM IPTG. Στη διαδρομή 4 παρουσιάζεται η έκφραση μετά τη βελτιστοποίηση του 
γονιδίου και την επαγωγή με 1mM IPTG. 
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5.4.2.1 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)  
Το γονίδιο της ανθρώπινης μυϊκής υπομονάδας α της κινάσης της φωσφορυλάσης 
του γλυκογόνου (PHKA1) ενισχύθηκε με PCR (εδάφιο 4.14.2) με σκοπό την κλωνο-
ποίησή του στον φορέα pETM-11 (Εικόνα 86).  
 
Εικόνα 86: Πλασμιδιακός φορέας κλωνοποίησης pETM-11 
 
Ακολούθησε διπλή πέψη του φορέα και του προϊόντος της PCR, καθώς και ένθεση 
του γονιδίου στο φορέα κλωνοποίησης (εδάφια 4.14.5 - 4.14.6). Τα 
ανασυνδυασμένα πλασμίδια εισήχθησαν σε δεκτικά κύτταρα XL1Blue, μέσω της 
τεχνικής του θερμικού σοκ (εδάφιο 4.14.7). Από τις αποκίες που μεγάλωσαν 
επιλέχθηκαν πέντε και έγινε καλλιέργειά τους σε θρεπτικό υλικό, με σκοπό την 
απομόνωση του πλασμιδίου. Μετά την απομόνωση των πλασμιδίων έγινε διπλή 
πέψη με τα ένζυμα περιορισμού XhoI και BamHIHF. Τα αποτελέσματα 
παρουσιάζονται στη παρακάτω πηκτή αγγαρόζης (Εικόνα 87). 
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Εικόνα 87: Πηκτή αγαρόζης 1% των προϊόντων πέψης. Στη διαδρομή με Μ είναι ο Μάρτυρας. Στις 
διαδρομές φαίνονται τα προϊόντα πέψης πλασμιδιακού DNA.  
Όπως είναι εμφανές από την παραπάνω εικόνα το ένθεμα έχει εισαχθεί στα 
πλασμίδια των διαδρομών 1, 4, 5, ενώ για τις αντίστοιχες διαδομές 2 και 3 δεν έχει 
πραγματοποιηθεί εισαγωγή του ενθέματος. Στη συνέχεια τα δείγματα 
αποστάλθηκαν για αλληλούχιση, με σκοπό την επιβεβαίωση της εισαγωγής και τα 
αποτελέσματά τους επεξεργάστηκαν με τη χρήση του προγράμματος BioEdit (237). 
Το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο που έφερε τη σωστή αλληλουχία παρουσιάζεται 
παρακάτω (Εικόνα 88). 
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Εικόνα 88: Το κλωνοποιημένο γονίδιο. 
5.4.2 Δοκιμή έκφρασης της πρωτεΐνης hmPHKA παρουσία μοριακών συνοδών  
Οι πιθανοί λόγοι απουσίας έκφρασης μιας πρωτεΐνης στο διαλυτό κλάσμα είναι πο-
λύ πιθανόν να σχετίζεται με το μέγεθος αυτής. Στη δική μας περίπτωση το μέγεθος 
της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης ήταν πολύ μεγαλύτερο σε σχέση με αυτό των 
πρωτεϊνών της Ε. coli, οπότε το βακτήριο αδυνατούσε να την αναδιπλώσει σωστά 
και να την εκφράση στη σωστή μορφή. Τα αποτελέσματα της έκφρασης οδηγούσαν 
σε παραγωγή πρωτεΐνης με την μορφή έγκλειστων σωματίων (IBs).  
Με σκοπό την αύξηση της διαλυτότητας αυτής πραγματοποποίηθηκε συνέκφραση 
της με την παρουσία μοριακών συνοδών. Πιο συγκεκριμένα δοκιμάσθηκε η επίδρα-
ση των μοριακών συνοδών DnaKJE / GroEL-ES (plasmid pG-KJE8), GroEL-ES (plasmid 
pGro7), DnaKJE (plasmid pKJE7), GroEL-ES / TF (plasmid pG-Tf2) και Trigger Factor 
(TF) (plasmid pTf16). To ανασυνδυασμένο πλασμίδιο hmPHKA εισήχθη σε ήδη με-
τασχηματισμένα κύτταρα όπως αναφέρθηκε και παραπάνω (εδάφιο 4.3.2.2). Στις 
πηκτές πολυακρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες παρουσιάζεται η έκφραση 
των διαφορετικών μοριακών συνοδών (η επαγωγή της έκφρασης όλων των πλασμι-
δίων που εμπεριείχαν τους παραπάνω μοριακούς συνοδούς έγινε παρουσία L-
αραβινόζης σε συγκέντρωση 0,5 mg/mL, εκτός του πλασμιδίου pG-Tf2 όπου η επα-
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γωγή έκφρασης πραγματοποιήθηκε με τετρακυκλίνη συγκέντρωσης 5ng/mL). Η ε-
παγωγή της πρωτεΐνης πραγματοποιήθηκε με 0,1 mM IPTG, σε διαφορετικό χρόνο 
για τις δύο διαφορετικές θερμοκρασίες (15 και 37 °C), προκειμένου να ελεγχθούν τα 
επίπεδα έκφρασης. 
 
Εικόνα 89 : Έκφραση των ολικών πρωτεϊνών στους 37
o
C, παρουσία των διαφορετικών μοριακών 
συνοδών. Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου (10%) υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Ως Μ 
συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού μοριακού βάρους, 1: Κύτταρα BL21Gold χωρίς την προσθήκη 
IPTG, 2: Κύτταρα BL21Gold (+IPTG), 3: Πλασμίδιο pG-KJE8 (-IPTG), 4: Πλασμίδιο pG-KJE8 (+IPTG), 5: 
Πλασμίδιο pGro7 (-IPTG), 6: Πλασμίδιο pGro7 (+IPTG), 7: Πλασμίδιο pKJE7(-IPTG), 8: Πλασμίδιο pKJE7 
(+IPTG), 8: Πλασμίδιο pG-Tf2 (-IPTG), 9: Πλασμίδιο pG-Tf2 (+IPTG), 10: Πλασμίδιο pTf16 (-IPTG) 10: 
Πλασμίδιο pTf16 (+IPTG). 
 
Εικόνα 90: Έκφραση των διαλυτών πρωτεϊνών στους 37
o
C, παρουσία των διαφορετικών μοριακών 
συνοδών. Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου (10%) υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Ως Μ 
συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού μοριακού βάρους, 1: Κύτταρα BL21Gold χωρίς την προσθήκη 
IPTG, 2: Κύτταρα BL21Gold (+IPTG), 3: Πλασμίδιο pG-KJE8 (-IPTG), 4: Πλασμίδιο pG-KJE8 (+IPTG), 5: 
Πλασμίδιο pGro7 (-IPTG), 6: Πλασμίδιο pGro7 (+IPTG), 7: Πλασμίδιο pKJE7(-IPTG), 8: Πλασμίδιο pKJE7 
(+IPTG), 8: Πλασμίδιο pG-Tf2 (-IPTG), 9: Πλασμίδιο pG-Tf2 (+IPTG), 10: Πλασμίδιο pTf16 (-IPTG) 10: 
Πλασμίδιο pTf16 (+IPTG). 
130 KDa 
130 KDa 
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Εικόνα 91: Έκφραση των ολικών πρωτεϊνών στους 15
o
C, παρουσία των διαφορετικών μοριακών 
συνοδών. Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου (10%) υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Ως Μ 
συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού μοριακού βάρους, 1: Κύτταρα BL21Gold χωρίς την προσθήκη 
IPTG, 2: Κύτταρα BL21Gold (+IPTG), 3: Πλασμίδιο pG-KJE8 (-IPTG), 4: Πλασμίδιο pG-KJE8 (+IPTG), 5: 
Πλασμίδιο pGro7 (-IPTG), 6: Πλασμίδιο pGro7 (+IPTG), 7: Πλασμίδιο pKJE7(-IPTG), 8: Πλασμίδιο pKJE7 
(+IPTG), 8: Πλασμίδιο pG-Tf2 (-IPTG), 9: Πλασμίδιο pG-Tf2 (+IPTG), 10: Πλασμίδιο pTf16 (-IPTG) 10: 
Πλασμίδιο pTf16 (+IPTG). 
 
Εικόνα 92: Έκφραση των διαλυτών πρωτεϊνών στους 15
o
C, παρουσία των διαφορετικών μοριακών 
συνοδών. Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου (10%) υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Ως Μ 
συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού μοριακού βάρους, 1: Κύτταρα BL21Gold χωρίς την προσθήκη 
IPTG, 2: Κύτταρα BL21Gold (+IPTG), 3: Πλασμίδιο pG-KJE8 (-IPTG), 4: Πλασμίδιο pG-KJE8 (+IPTG), 5: 
Πλασμίδιο pGro7 (-IPTG), 6: Πλασμίδιο pGro7 (+IPTG), 7: Πλασμίδιο pKJE7(-IPTG), 8: Πλασμίδιο pKJE7 
(+IPTG), 8: Πλασμίδιο pG-Tf2 (-IPTG), 9: Πλασμίδιο pG-Tf2 (+IPTG), 10: Πλασμίδιο pTf16 (-IPTG) 10: 
Πλασμίδιο pTf16 (+IPTG). 
Η υπερέκφραση της πρωτεΐνης στο διαλυτό κλάσμα έγινε παρουσία του μοριακού 
συνοδού TF παρουσία χαμηλής συγκέντρωσης επαγωγικού παράγοντα IPTG στη 
θερμοκρασία των 15 °C, για χρονικό διάστημα επαγωγής 16 ωρών (Εικόνα 91 , δια-
δρομή 12). Αυτή η αύξηση της διαλυτότητας πραγματοποιήθηκε μέσω ενίσχυσης 
της σωστής αναδίπλωσης από τον παράγοντα TF. Η λειτουργία που πραγματοποιεί 
και τον κάνει τόσο χρήσιμο σχετικά με την έκφραση διαλυτής πρωτεΐνης, είναι η 
πρόληψη της πρόωρης αναδίπλωσης και άρα η αποφυγή της δημιουργίας συσσω-
ματωμάτων στις νεοσυντιθέμενες αλυσίδες. Αυτό πραγματοποείται μέσω της επα-
φής του νεοσυντιθέμενου πολυπεπτίδιου που εξέρχεται από αυτή, και της ριβοσω-
130 KDa 
130 KDa 
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μικής πρωτεΐνης L23, μέσω της δημιουργίας αλληλεπιδράσεων (Εικόνα 93). Ειδικό-
τερα, καθώς προχωρά η σύνθεση της πολυπεπτιδικής αλυσίδας της ως προς μελέτη 
πρωτεΐνης ο παράγοντας TF απομακρύνεται από το ριβόσωμα, παραμένοντας συν-
δεδεμένος με το νεοσυντιθέμενο πολυπεπτίδιο. Ένα δεύτερο μόριο TF στη συνέχεια 
προσδένεται στο ριβόσωμα και αλληλεπιδρά εκ νέου με την νεοσυντιθέμενη αλυσί-
δα (234). Οι αλληλεπιδράσεις που δημιουργούνται μεταξύ του παράγοντα TF και 
των εκτεθειμένων υδρόφοβων περιοχών των πρωτεϊνών (αυτές οι υδρόφοβες περι-
οχές είναι ιδιαίτερα επιρρεπείς στη μη σωστή αναδίπλωση και τη δημιουργία συσ-
σωματωμάτων) έχουν ως αποτέλεσμα τη σωστή αναδίπλωση των πρωτεϊνών και 
επομένως την έκφρασή τους στο διαλυτό κλάσμα (210, 235, 236).  
 
 
Εικόνα 93: Τρόπος σύνδεσης του παράγοντα TF στο ριβόσωμα(234). 
 
Αρκετό ενδιαφέρον παρουσιάζει επίσης, πως ο παράγοντας TF κατατάσσεται τις 
μοριακές συνοδούς του κρύου σοκ (cold shock chaperone), σε αντίθεση με τις άλλες 
μοριακές συνοδούς που χρησιμοποιήθηκαν και ανήκουν στη κατηγορία των μορια-
κών συνοδών θερμικού σοκ (237). Το γεγονός αυτό συνδυάζεται με την παρατη-
ρούμενη αύξηση των επιπέδων έκφρασης του TF κατά τη μείωση της θερμοκρασίας. 
Το αποτέλεσμα της βελτιωμένης διαλυτότητας της πρωτεΐνης μας σε χαμηλή θερ-
μοκρασία, μπορεί να αποδωθεί στο αυξημένο επίπεδο έκφρασης του παράγοντα 
συν-έκφρασης TF, χρησιμοποιώντας τον μηχανισμό αναδίπλωσης που αναφέρθηκε 
παραπάνω. Προηγούμενη ανασκόπηση αναφέρει ότι ο σχηματισμός του συμπλόκου 
GroEL / TF ενισχύει περαιτέρω την έκφραση στο διαλυτό κλάσμα σε σχέση με τον 
παράγοντα TF μόνο του (237), γεγονός το οποίο δεν επαληθεύτηκε στη δική μας πε-
ρίπτωση, όπως παρουσιάζεται και στις πηκτές ηλεκτροφόρησης υπό αποδιατακτικές 
συνθήκες. 
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5.4.3.2 Έλεγχος προτύπου έκφρασης της πρωτεΐνης παρουσία του μοριακού συ-
νοδού pTf16 σε διαφορετικές συγκεντρώσεις επαγωγικού παράγοντα (IPTG)  
Για να μεγιστοποιηθεί η διαλυτή έκφραση της ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης πα-
ρουσία του παράγοντα TF, έγινε έλεγχος των συνθηκών έκφρασης. Σκοπός του πει-
ράματος ήταν η επιλογή της κατάλληλης συγκέντρωσης επαγωγικού παράγοντα 
IPTG, που θα χρησιμοποιούταν και στις επόμενες μελέτες (Εικόνα 94). 
 
Εικόνα 94: Έλεγχος προτύπου έκφρασης της hmPHKA παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων 
επαγωγικού παράγοντα στους 15 
o
C μέσω ηλεκτροφόρησης πηκτής πολυακρυλαμιδίου (10%) υπό 
αποδιατακτικές συνθήκες. Ως Μ συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού μοριακού βάρους, 1: Διαλυτές 
πρωτεΐνες του πλασμιδίου pTf16 χωρίς τη προσθήκη IPTG, 2: Διαλυτές πρωτεΐνες του πλασμιδίου 
pTf16 μετά από προσθήκη 0,1 mM IPTG, 3: Διαλυτές πρωτεΐνες του πλασμιδίου pTf16 μετά από 
προσθήκη 0,5 mM IPTG, 4: Διαλυτές πρωτεΐνες του πλασμιδίου pTf16 μετά από προσθήκη  1 mM 
IPTG.  
Στην παραπάνω εικόνα φαίνεται η έκφραση της πρωτεΐνης παρουσία διαφορετικών 
συγκεντρώσεων επαγωγικού παράγοντα IPTG (0,1, 0,5 και 1,0 mM). Σε όλες τις συ-
γκεντρώσεις που δοκιμάστηκαν, παρουσιάστηκε επαγωγή μετά το πέρας 16 ωρών. 
Παρ’ όλα αυτά έγινε επιλογή της μικρότερης συγκέντρωσης, αυτή των 0,1 mM IPTG. 
Η μικρότερη συγκέντρωση επιλέχθηκε διότι θέλαμε η αναδίπλωση της πρωτεΐνης, 
παρουσία της μοριακής συνοδού TF, να ακολουθεί σταθερή κινητική αναδίπλωσης. 
Σύμφωνα με προηγούμενες ανασκοπήσεις η σταθερή κινητική αναδίπλωσης οδηγεί 
σε επιτυχημένη έκφραση παρουσία χαμηλότερων συγκεντρώσεων επαγωγικού πα-
ράγοντα  (238, 239) .  
5.4.3.3 Αύξησης της σταθερότητας της πρωτεΐνης μετά τη χρήση κατάλληλων δια-
λυμάτων λύσης 
Η συσσωμάτωση (aggregation) που μπορεί να παρατηρηθεί κατά την έκφραση μιας 
πρωτεΐνης, τυπικά μπορεί να προκληθεί από την πυρήνωση μερικών πρωτεϊνών, οι 
οποίες σχηματίζουν μικρά και αδιάλυτα συσσωματώματα. Σημαντικό ρόλο στη μη 
δημιουργία συσσωματωμάτων παίζει η επιλογή του κατάλληλου ρυθμιστικού δια-
λύματος λύσης όπως φαίνεται και στη παρακάτω εικόνα (Εικόνα 95).  
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Εικόνα 95: Αλλαγή της διαμόρφωσης μιας πρωτεΐνης παρουσία και απουσία διαφόρων παραγόντων 
(240).  
Προκειμένου να αποφευχθεί η δημιουργία συσσωματωμάτων και να παρατηρηθεί 
η μέγιστη σταθερότητα της πρωτεΐνης, διεξήχθη προσπάθεια εύρεσης του κατάλλη-
λου ρυθμιστικού διαλύματος διαφορετικού pH, ιοντικής ισχύος (διαφορετικά δια-
λύματα KCl, NaCl), σακχάρων (όπως η γλυκερόλη), μη ιοντικών απορρυπαντικών 
(όπως το Triton-X ή το Tween 20), ήπιων χαοτροπικών (όπως η ουρία). Πολλοί από 
τους παραπάνω παράγοντες λειτουργούν ως μόρια σταθεροποίησης των πρωτεϊνών 
ακόμη και ως χημικοί συνοδοί (240). Απώτερος στόχος ήταν τόσο η διατήρηση σω-
στή αναδίπλωση της πρωτεΐνης μετά τη βακτηριακή λύση, όσο και η διατήρηση της 
σωστής διαμόρφωσης (189).  
 
Εικόνα 96: Δοκιμές αύξησης της σταθερότητας της πρωτεΐνης παρουσία διαφόρων ρυθμιστικών 
παραγόντων. Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου (10%) υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Ως Μ 
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συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού μοριακού βάρους, ενώ στη συνέχεια αναλύονται οι διαλυτές 
πρωτεΐνες που προκύπτουν μετά τη διαλυτοποίηση τους σε διαφορετικό διάλυμα λύσης. 
Η σύγκριση των διαφόρων διαδρομών της Εικόνα 96 οδηγεί στο συμπέρασμα ότι τα 
διάφορα πρόσθετα επηρεάζουν τη διαλυτότητα της πρωτεΐνης (μέσω της μείωσης 
δημιουργίας συσσωματωμάτων), ενώ μπορούν να χρησιμεύσουν σαν βάση μιας αρ-
χικής σάρωσης και εξέτασης της μείωσης δημιουργίας συσσωματωμάτων. Πιο συ-
γκεκριμένα μετά από την λύση των κυττάρων και τη φυγοκέντρησή τους σε υψηλές 
στροφές, στις διαδρομές 8Ν και 0,1KS παρατηρήθηκε μια αύξηση της διαλυτότητας 
της τάξης του 10% στην υπερεκφρασμένη διαλυτή πρωτεΐνη. Αυτό βοήθησε στην 
κατάλληλη επιλογή του διαλύματος λύσης με σκοπό τη διαλυτοποίηση των κυττά-
ρων, αλλά και γενικά στην επιλογή των κατάλληλων διαλυμάτων κατά τα διάφορα 
στάδια καθαρισμού που ακολουθήθηκαν και αναλύονται παρακάτω. Είναι απαραί-
τητο να τονιστεί ότι στα διαλύματα λύσης υπήρχε υψηλή συγκέντρωση του χηλικού 
παράγοντα EDTA (εδάφιο 4.16) διότι η πρωτεΐνη ακόμα και παρουσία χαμηλών συ-
γκεντρώσεων χλωριούχου ασβεστίου έχει την τάση να δημιουργεί συσσωματώματα 
και να καθιζάνει, όπως προέκυψε από μελέτες σταθερότητας της παρουσία διαφό-
ρων παραγόντων (δεν συμπεριελήφθησαν στη διατριβή). 
5.4.8.4 Καθαρισμός και απομόνωση της ανθρώπινης μυϊκής υπομονάδας α της 
κινάσης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου (hmPHKA) 
Ο καθαρισμός και η απομόνωση της hmPHKA στηρίχθηκε σε τρία στάδια. Πιο συ-
γκεκριμένα περιελάμβανε ως πρώτο βήμα μια στήλη συγγένειας (HisTrap). Η συγγέ-
νεια που παρουσίαζε η ως προς μελέτη πρωτεΐνη ήταν λόγω της ετικέτας των  6 ι-
στιδινών που διαθέτει η ανασυνδυασμένη παραγμένη πρωτεΐνη και των ιόντων Co2+ 
της στήλης (Εικόνα 88). Η χαμηλή συγκέντρωση του ιμιδαζολίου (20 mM) στο διά-
λυμα Α επέτρεπε στην πρωτεΐνη να συνδεθεί, άλλα απέτρεπε, σε ένα βαθμό, την μη 
ειδική σύνδεση άλλων πρωτεϊνών. Αντίθετα το διάλυμα Β περιείχε 0,5 Μ ιμιδαζολί-
ου όπου θα βοηθούσε στην απομάκρυνση των προσδεδεμένων πρωτεϊνών από τη 
στήλη. Στην Εικόνα 97 παρουσιάζεται το χρωματογράφημα, ενώ στην Εικόνα 98 πα-
ρουσιάζονται τα αποτελέσματα από την πηκτή πολυακρυλαμιδίου υπό αποδιατα-
κτικές συνθήκες. Στα χρωματογραφήματα που παρουσιάζονται στο εδάφιο, ο άξο-
νας των xx’ αναφέρεται στον όγκο (mL) καθώς και στην αρίθμηση των κλασμάτων, 
ενώ στον άξονα yy’ αναφέρεται η απορρόφηση (mAU-280nm) του εξερχόμενου από 
τη στήλη δείγματος. 
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Εικόνα 97: Πρώτο βήμα καθαρισμού της hmPHKA (His-Trap), για το οποίο παρουσιάζεται το 
χρωματογράφημα. Τα κλάσματα 1-4 περιέχουν πρωτεΐνες χωρίς συγγένεια προς τη στήλη 
(FlowThrough). Το κλάσμα 5 είναι η έκπλυση της στήλης (Wash), ενώ τα κλάσματα 7-17 περιέχουν το 
έκλουσμα των συνδεδεμένων στη στήλη πρωτεϊνών. 
 
Εικόνα 98: Πρώτο βήμα καθαρισμού της hmPHKA (His-Trap). Ηλεκτροφόρηση πηκτής 
πολυακρυλαμιδίου (10%) υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Στη πρώτη διαδρομή εμφανίζεται το 
σύνολο των πρωτεϊνών μετά τη λύση των βακτηριακών κυττάρων. Στη δεύτερη διαδρομή 
εμφανίζεται το σύνολο των πρωτεϊνών μετά από φυγοκέντρηση σε υψηλές στροφές (lysate). Στην 
τρίτη διαδρομή εμφανίζεται το σύνολο των πρωτεϊνών που δεν δεσμεύθηκαν στη στήλη 
(FlowThrough, κλάσματα 1-4 του χρωματογραφήματος). Στην τέταρτη διαδρομή εμφανίζεται το 
σύνολο των πρωτεϊνών που εκπλύθηκαν (Wash, κλάσμα 5 του χρωματογραφήματος). Στις υπόλοιπες 
διαδρομές εμφανίζεται το έκλουσμα της στήλης (κλάσματα 7-10 του χρωματογραφήματος). Ως Μ 
συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού μοριακού βάρους. 
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Το δεύτερο στάδιο απομόνωσης και καθαρισμού βασίστηκε στη χρωματογραφία 
ιοντοανταλλαγής. Προκειμένου να προσδεθεί η πρωτεΐνη πάνω στη στήλη θα έπρε-
πε από την πρωτεΐνη να απομακρυνθεί το αλάτι που υπήρχε στο πρώτο βήμα. Αυτό 
πραγματοποιήθηκε μέσω της διαπίδυσης, έναντι διαλύματος που δεν εμπεριέχει 
καθόλου άλας. Η hmPHKA προσδένεται στη στήλη λόγω του αρνητικού φορτίου της 
σε pH 8,2 (θεωρητικό pI: ~ 6) και στη συνέχεια εκλούεται με διαβάθμιση του παρά-
γοντα έκλουσης (0-1 M KCl). Η έκλουση παρατηρείται μετά την αύξηση της ιοντικής 
ισχύος μεταξύ 30-50 % του διαλύματος Β.  
 
Εικόνα 99: Δεύτερο βήμα καθαρισμού της hmPHKA (ResourceQ), όπου παρουσιάζεται το 
χρωματογράφημα. Τo κλάσμα 1 περιέχει πρωτεΐνες χωρίς συγγένεια προς τη στήλη (FlowThrough), 
τα κλάσματα 2 και 3 αποτελούν την έκπλυση της στήλης (Wash), ενώ τα κλάσματα 4-18 περιέχουν το 
έκλουσμα των συνδεδεμένων στη στήλη πρωτεϊνών με διαβάθμιση συγκέντρωσης του διαλύματος Β 
0-100 %. 
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Εικόνα 100: Δεύτερο βήμα καθαρισμού της hmPHKA. Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου 
(10%) υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Ως Μ συμβολίζεται ο μάρτυρας γνωστού μοριακού βάρους. 
Στην πρώτη διαδρομή πριν από τον μάρτυρα εμφανίζεται το σύνολο των πρωτεϊνών μετά την αλλαγή 
του διαλύματος μέσω διαπίδυσης. Στη δεύτερη διαδρομή εμφανίζεται το σύνολο των πρωτεϊνών 
που δεν δεσμεύθηκαν στη στήλη (FlowThrough). Στις διαδρομές 3-6 εμφανίζεται το σύνολο των 
πρωτεϊνών που εκπλύθηκαν (Wash). Στις υπόλοιπες διαδρομές εμφανίζεται το έκλουσμα της στήλης 
μετά τη διαβάθμιση της συγκέντρωσης του διαλύματος Β 0-100 % (κλάσματα) και στη διαδρομή. 
Το τρίτο στάδιο της απομόνωσης και καθαρισμού της hmPHKA αφορούσε στην α-
πομάκρυνση της πρωτεάσης TEV (27 KDa), η οποία διέθετε ετικέτα ιστιδινών και 
προσδέθηκε στη στήλη μαζί με την άτμητη hmPHKA (Εικόνα 101). Παρατήρηση της 
πηκτής πολυακρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες, μαρτυρά ότι συγκριτικά 
με την πρωτεΐνη που εισήχθη στη στήλη (διαδρομή 1) και του flowthrough (διαδρο-
μή 2) η ποσότητα της άτμητης πρωτεΐνης είναι μικρή. Πρέπει να τονιστεί ότι το 
δείγμα της διαδρομής 2 είχε όγκο 7 mL, ενώ τα κλάσματα 4-6 στα οποία φαίνεται να 
έχει εκλουστεί η άτμητη hmPHKA είχαν όγκο 1 mL (συνολικά 2 mL). Επομένως, η 
απόδοση της πρωτεάσης TEV είναι ικανοποιητική. Η πρωτεάση TEV απομακρύνθηκε 
κατά την έκλουση (Εικόνα 102). 
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Εικόνα 101: Τρίτο βήμα καθαρισμού της hmPHKA μετά την αποκοπή της ετικέτας συγγενείας από την 
πρωτεάση TEV (His-Trap). Τo κλάσμα 1 περιέχει πρωτεΐνες χωρίς συγγένεια προς τη στήλη 
(FlowThrough). Εκεί βρίσκεται και η τμημένη πρωτεΐνη. Τα κλάσματα 2 και 3 έχουν την έκπλυση της 
στήλης (Wash), ενώ τα κλάσματα 4-13 περιέχουν το έκλουσμα της άτμητης πρωτεΐνης, και του 
παράγοντα τμήσης που είναι η πρωτεάση TEV. 
 
 
Εικόνα 102: Τρίτο βήμα καθαρισμού της hmPHKA. Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμιδίου (10%) 
υπό αποδιατακτικές συνθήκες. Στην πρώτη διαδρομή εμφανίζεται η τμημένη πρωτεΐνη πριν από την 
εφαρμογή του δείγματος στη στήλη συγγένειας. Στη δεύτερη διαδρομή εμφανίζεται το flowthrough, 
όπου υπάρχει hmPHKA, κλάσμα 1 του χρωματογραφήματος. Στην τρίτη διαδρομή εμφανίζεται η 
έκπλυση (Wash) της στήλης (κλάσματα 2 και 3 του χρωματογραφήματος). Στις διαδρομές 4-6 
φαίνεται να έχει εκλουστεί η άτμητη hmPHKA (κλάσματα 4-6 του χρωματογραφήματος). 
Μετά το τέλος του χρωματογραφικού καθαρισμού η πρωτεΐνη συμπυκνώθηκε με 
φίλτρο συμπύκνωσης, με ανώτατο όριο μοριακού μεγέθους (cut off) 100 kDa σε τε-
130 KDa 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 225 
 
λικό όγκο 0,1 mL. Η συγκέντρωση της πρωτεΐνης προσδιορίστηκε με τη μέθοδο 
Bradford σε 0,25 mg/mL, ενώ η απόδοση της απομόνωσης ήταν 0,05 mg/L βακτηρι-
ακής καλλιέργειας. Δεν προχωρήσαμε σε υψηλότερη συμπύκνωση της πρωτεΐνης 
γιατί σύμφωνα με προηγούμενες βιοφυσικές μέλετες (DLS), όσο αυξανόταν η συ-
γκέντρωση της παρουσίαζε έντονη την τάση δημιουργίας συσσωματωμάτων. 
5.4.4 Αποτελέσματα Δυναμικής Σκέδασης Φωτός (DLS) για την πρωτεΐνη hmPHKA 
Με σκοπό τον προσδιορισμό της κατάστασης ολιγομερισμού στο διάλυμα της 
hmPHKA, πραγματοποιήθηκε εκτίμηση του μεγέθους των πρωτεϊνικών μορίων με τη 
μέθοδο DLS, στο εργαστήριο Μοριακής Βιολογίας και Ανοσοβιοτεχνολογίας του ιν-
στιτούτου Pasteur. Μετά την πρόσπτωσή του σε μόρια πρωτεΐνης, το πολωμένο 
φως (Laser) σκεδάζεται προς όλες τις κατευθύνσεις και λόγω της τυχαίας μεταφορι-
κής κίνησης των σκεδαζόντων μορίων η ένταση του φωτός εμφανίζει διακυμάνσεις. 
Οι εντάσεις του φωτός καταγράφονται για κάποια γωνία "θ" ως συνάρτηση του 
χρόνου και αναλύονται με συναρτήσεις αυτοσυσχέτισης, που τυπικά έχουν μορφή 
εκθετικής απόσβεσης ως προς τον χρόνο υστέρησης τ (C=exp(-2Γτ)). Γρήγορη μετα-
φορική κίνηση των μακρομορίων στο διάλυμα αποτυπώνεται ως γρήγορη απόσβε-
ση της συνάρτησης αυτοσυσχέτισης C με σταθερά απόσβεσης Γ, η οποία σχετίζεται 
με τον συντελεστή μεταφορικής διάχυσης Dt (Γ=q
2Dt). Με την σειρά του ο Dt σχετίζε-
ται με την υδροδυναμική διάμετρο του μορίου Dh (Dh=kΒT/3πηDt) (168). Εδώ "q" εί-
ναι μια παράμετρος που εξαρτάται από την γωνία "θ" και το μήκος κύματος "λ" του 
Laser (q=4πn0sin(θ/2)/λ). "η" είναι ο συντελεστής ιξώδους και "n0" ο δείκτης δια-
θλάσεως. Έτσι η τεχνική DLS μπορεί να δώσει άμεσα το μέγεθος των σωματιδίων, 
τουλάχιστον για την περίπτωση διαλύματος σωματιδίων ιδίου μεγέθους (μονοδια-
σπορά). 
Αρχικά μετρήθηκε η υδροδυναμική διάμετρος των πρωτεϊνικών μορίων σε ρυθμι-
στικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH 8,0 σε συγκέντρωση πρωτεΐνης 0.1 mg/mL. 
Δεδομένου ότι το εκτιμώμενο μοριακό βάρος της πρωτεΐνης είναι ~140 kDa, με βά-
ση την αμινοξική της αλληλουχία, τα πειράματα DLS αποκάλυψαν ότι η hmPHKA 
βρίσκεται με τη μορφή μονομερούς σε συγκέντρωση 0.1 mg/mL. Επίσης, μετά την 
προσθήκη στο διάλυμα ιόντων Mg2+ και Ca2+ και μέτρηση μετά από μία ώρα, φαίνε-
ται πως η κατάσταση ολιγομερισμού της πρωτεΐνης δεν μεταβάλλεται. Πιθανότατα 
η παρουσία ιόντων στο διάλυμα να μην οδηγεί σε αλλαγή της διαμόρφωσης της 
πρωτεΐνης λόγω και της υψηλής συγκέντρωσης EDTA. Από τα πειράματα αυτά είναι 
εμφανές ότι η κυρίαρχη μορφή της πρωτεΐνης στο διάλυμα είναι αυτή του μονομε-
ρούς. 
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Εικόνα 103: Απεικόνιση των αποτελεσμάτων DLS για την πρωτεΐνη hmPHKA. Σε ρυθμιστικό διάλυμα 
20 mM KH2PO4pH 8,2, 0,5 mM DTT, 0,8 mM EDTA όπου η πρωτεΐνη συνεχίζει να βρίσκεται με τη 
μορφή μονομερούς. 
 
Εικόνα 104: Απεικόνιση των αποτελεσμάτων DLS για την πρωτεΐνη hmPHKA. Σε ρυθμιστικό διάλυμα 
20 mM KH2PO4 pH 8,2, 0,5 mM DTT, 0,8 mM EDTA, 1 mΜ Mg
2+
 όπου η πρωτεΐνη συνεχίζει να 
βρίσκεται με τη μορφή μονομερούς. 
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Εικόνα 105: Απεικόνιση των αποτελεσμάτων DLS για την πρωτεΐνη hmPHKA. Σε ρυθμιστικό διάλυμα 
20 mM KH2PO4 pH 8,2, 0,5 mM DTT, 0,8 mM EDTA, 1 mΜ Ca
2+
 όπου η πρωτεΐνη συνεχίζει να 
βρίσκεται με τη μορφή μονομερούς. 
 
5.4.5 Φασματοπολωσιμετρία κυκλικού διχρωισμού (Circular Dichroism-CD)  
Ο κυκλικός διχρωισμός είναι μια φασματοσκοπική μέθοδος που μας παρέχει σημα-
ντικές πληροφορίες σχετικά με το σχήμα και τη δομή των χειρόμορφων μορίων. 
Πολλά από τα μόρια που απαντώνται στη φύση είναι χειρόμορφα, μεταξύ αυτών και 
τα αμινοξέα, πράγμα που σημαίνει ότι αυτή η τεχνική είναι κατάλληλη για τη μελέτη 
της δομής των πρωτεϊνών (241, 242). Μετρώντας την επαγόμενη ελλειπτικότητα θ 
στην πόλωση που προκαλεί μια οπτικά ενεργός ουσία  σε γραμμικά πολωμένο φως, 
σε συνάρτηση με το μήκος κύματος λ μπορούν να διακριθούν τα διαφορετικά δομι-
κά χαρακτηριστικά ενός μορίου, σε διάλυμα (243-245). Οι πιο συνήθεις εφαρμογές 
του CD αφορούν τον προσδιορισμό του βαθμού αναδίπλωσης μιας πρωτεΐνης και 
στην ποσοτικοποίηση των στοιχείων της δευτεροταγούς δομής της. Έτσι, συλλέγεται 
το φάσμα CD (μεταξύ των μηκών κύματος 190-250 nm) και εφαρμόζεται μια ποικιλία 
μαθηματικών εργαλείων χρησιμοποιώντας σύνολα δεδομένων αναφοράς των πρω-
τεϊνικών δομών υψηλής ανάλυσης (πρωτεϊνικές δομές που έχουν προέλθει από 
κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ και φασματοσκοπία NMR) (246, 247).  
Οι μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν στο φασμοτοπολωσίμετρο κυκλικού διχρωισμού 
(CD) του τύπου JASCO J-715, του Ινστιτούτου Βιοεπιστημών και Εφαρμογών, στο 
Εθνικό Κέντρο Έρευνας και Φυσικών Επιστημών «ΔΗΜΟΚΡΙΤΟΣ». Για την μέτρηση 
το δείγμα τοποθετήθηκε σε ειδική κυψελίδα χαλαζία (Hellma) με μήκος διαδρομής 
1 nm. Το πρωτεϊνικό δείγμα βρισκόταν σε ρυθμιστικό διάλυμα 20 mM KH2PO4 pH 
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8,2, 0,5 mM DTT, 0,8 mM EDTA. Τα δείγματα για τη φασματοσκοπία CD παρουσία-
ζαν καθαρότητα μεγαλύτερη του 95%, σύμφωνα με την ηλεκτροφόρηση πηκτής πο-
λυακρυλαμιδίου υπό αποδιατακτικές συνθήκες (Εικόνα 102). Η συγκέντρωση της 
πρωτεΐνης ήταν 0,1 mg/mL, ποσότητα που διασφάλιζε την αξιοπιστία των μετρήσε-
ων (242). 
 
Εικόνα 106: Φασματοπολωσιμετρία κυκλικού διχρωισμού της hmPhKα, όπου καταγράφηκε ο μέσος 
όρος οκτώ διαδοχικών μετρήσεων στην περιοχή από 197 έως 257 nm.  
Όπως δείχνει η Εικόνα 106, λόγω των χαρακτηριστικών ελαχίστων στα 208 nm (π → 
π *) και 222 nm (n → π *) (248), το φάσμα κυκλικού διχρωισμού της hmPhKα εμφα-
νίζει τη χαρακτηριστική μορφή για πρωτεΐνη με κυρίαρχη δευτεροταγή δομή αυτήν 
της α-έλικας με ποσοστό 58,5% (Εικόνα 107).  
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Εικόνα 107: Κάθε μία από τις τρεις βασικές δευτεροταγείς δομές πολυπεπτιδικής αλυσίδας 
παρουσιάζει ένα χαρακτηριστικό διαφορετικό χαρακτηριστικό φάσμα CD (α-helix, β-sheets και 
random coil) (249). 
5.4.6 Τεχνική αρνητικής χρώσης (negative stain EM) 
Προκειμένου να συλλέξουμε περισσότερες πληροφορίες σχετικά με την εκτίμηση 
του δείγματος όσον αφορά την ομοιογένεια και την καθαρότητά του, εφαρμόσαμε 
την τεχνική της αρνητικής χρώσης (negative stain EM) (250). Η παραπάνω τεχνική 
εφαρμόστηκε ως ένα πρώιμο βήμα πριν την κρυο-ηλεκτρονιακή μικροσκοπία λόγω 
της δυνατότητας που παρέχει για μια γρήγορη παρατήρηση του δείγματος και της 
ομοιογένειας του. Πιο συγκεκριμένα δείγμα συγκέντρωσης 0,03 mg/mL τοποθετή-
θηκε στην επιφάνεια ενός πλέγματος EM άνθρακα και χρωματίστηκε με την χρωστι-
κή οξικό ουρανυλεστέρα συγκέντρωσης 2%. Οι εικόνες συλλέχθηκαν χρησιμοποιώ-
ντας το μικροσκόπιο JEOL JEM2100 LaB6, με μεγέθυνση x 39600 και μέγεθος pixel 
3,5 Å. H Εικόνα 108 καταγράφηκε με τη χρήση της κάμερα GATAN 2Κ x 2Κ.  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




Εικόνα 108: Εικόνες αρνητικής χρώσης του δείγματος hmPHKA. 
Αναλύοντας την παραπάνω Εικόνα 108 βλέπουμε την υψηλή αντίθεση που δημι-
ουργείται μεταξύ της χρωστικής και του δείγματος. Τα μόρια της πρωτεΐνης εμφανί-
ζονται ως φωτεινές περιοχές (ορισμένα μέσα σε κύκλους), λόγω της χαμηλής ισχύος 
των σκεδαζόμενων ηλεκτρονίων, σε σχέση με την πυκνή περιβάλλουσα χρωστική η 
οποία διασκορπίζει τα ηλεκτρόνια και εμφανίζεται πιο σκούρα (251). Όπως φαίνε-
ται και από την Εικόνα 108 το δείγμα εμφανίζει ομοιογένεια πληθυσμού. 
Κλείνοντας το κεφάλαιο της έκφρασης και του επιτυχημένου καθαρισμού της αν-
θρώπινης μυϊκής υπομονάδας α της κινάσης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου 
οδηγούμαστε στα ακόλουθα συμπεράσματα. Το μεγάλο μοριακό της βάρος (140 
kDa) δυσχεραίνει την ορθή αναδίπλωση και τη δημιουργία των δισουλφιδικών δε-
σμών, με αποτέλεσμα την έκφραση της πρωτεΐνης με τη μορφή έγκλειστων σωμα-
τίων. Ιδιαίτερο πρόβλημα δημιούργησε επίσης και η υψηλή συχνότητα εμφάνισης 
σπάνιων κωδικωνίων. Μετά τη βελτιστοποίηση του γονιδίου, τα επίπεδα έκφρασης 
ήταν ιδιαίτερα αυξημένα, αλλά και πάλι η hmPHKA εκφραζόταν υπό την μορφή έ-
γκλειστων σωματίων. Η έκφραση της hmPHKA σε διαλυτή μορφή επιτεύχθηκε μόνο 
μετά από προσπάθειες συνέκφρασης, παρουσία του μοριακού συνοδού TF. Μετά 
τη δοκιμή 25 διαφορετικών διαλυμάτων λύσης επιλέχθηκε το κατάλληλο διάλυμα 
το οποίο οδηγούσε σε πρωτεΐνη ορθής διαμόρφωσης. Η επιλογή αυτών των παρα-
γόντων οδήγησαν στη παραγωγή διαλυτής πρωτεΐνης σε σημαντική ποσότητα, με 
περαιτέρω καθαρισμό τριών σταδίων (Εικόνα 102). Το δείγμα καθαρής πρωτεΐνης 
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που προέκυψε αξιολογήθηκε μέσω βιοφυσικών μεθόδων. Πιο συγκεκριμένα ανά-
λυση των δειγμάτων με DLS αποκάλυψε ότι η καθαρή hmPHKA βρίσκεται με τη 
μορφή μονομερούς  πληθυσμού, ενώ συνδυαστικά πειράματα κυκλικού διχρωι-
σμού φανέρωσαν τη χαρακτηριστική μορφή της πρωτεΐνης με κυρίαρχη δευτεροτα-
γή δομή α-έλικας σε ποσοστό 58,5%. Επίσης πειράματα αρνητικής χρώσης ΕΜ φα-
νέρωσαν τον υψηλό βαθμό ομοιογένειας του δείγματος, γεγονός που άνοιξε τον 
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 Σχετικά με τις κινητικές και κρυσταλλογραφικές μελέτες έναντι στη φωσφο-
ρυλάση του γλυκόγονου (rmGPb) για τα εκχυλίσματα Punica Granatum και 
Rosaceae προέκυψαν τα ακόλουθα συμπεράσματα: 
 Πρώτη φορά μέχρι σήμερα το χλωρογενικό οξύ βρέθηκε προσδεδεμένο στη 
φωσφορυλάση του γλυκογόνου (rmGPb), μετά την κινητική και κρυσταλλο-
γραφική μελέτη εκχυλισμάτων Punica Granatum και Rosaceae.  
 Οι ανασταλτικές ιδιότητες του ελλαγικού οξέος [Ki 7,5 (rmGPa) και 13,4 μΜ 
(rmGPb)] καθώς και του γαλλικού οξέος [Ki 3,9 (rmGPa) και 1,7 mΜ (rmGPb)] 
έναντι της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου είχαν προσδιοριστεί σε προη-
γούμενες μελέτες (Kyriakis, E. et al., 2015).  
 
Μέχρι σήμερα μελέτες έχουν φανερώσει ότι: 
 Η πρόσληψη χλωρογενικού οξέος σε διαβητικούς αρουραίους, μειώνει τα 
επίπεδα γλυκόζης (Rodriguez de Sotillo, D. V., Hadley M. 2002). 
 Η λήψη εκχυλισμάτων φύλλων του φυτού Cecropia Obtusifolia που είναι 
πλούσια σε χλωρογενικό οξύ, έχει ως αποτέλεσμα τη σημαντική μείωση των 
συγκεντρώσεων γλυκόζης στο πλάσμα ασθενών με ΣΔ2 (Andrade-Cetto, A. & 
Wiedenfeld, H. 2001 -  Herrera-Arellano, A. et al., 2004). 
 
 Σχετικά με την μελέτη για πρώτη φορά της ανθρώπινης ηπατικής καταλυτι-
κής γ υπομονάδα της κινάσης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου 
(hlPhKγtrunc) προέκυψαν τα ακόλουθα συμπεράσματα: 
 Έκφραση της hlPhKγtrunc σε διαλυτή μορφή επιτεύχθηκε μόνο μετά από την 
επιλογή της βακτηριακής κυτταρικής σειράς (BL21Gold (DE3)) και της θερμο-
κρασίας επαγωγής των 18oC. 
 Αυξημένη απόδοση υψηλής καθαρότητας πρωτεΐνης (> 95%) επιτεύχθηκε 
περαιτέρω μέσω τριών σταδίων χρωματογραφικού καθαρισμού. 
 Η πρωτεΐνη παρουσίασε υψηλή σταθερότητα σε pH 6,5 και 7,0, καθώς και 
παρουσία φωσφορικών ιόντων σε ρυθμιστικά διαλύματα με pH 7,5 και pH 
8,5, μετά τη χρήση της μεθόδου Thermofluor. 
 Κρύσταλλοι αναπτύχθηκαν σε διαφορετικές συνθήκες μέσω της μεθόδου 
διάχυσης ατμών με τη χρήση της ρομποτικής συσκευής OryxNano. 
 Βελτιστοποίηση των κρυστάλλων επιτεύχθηκε μέσω της τεχνικής πυρήνω-
σης. 
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 Σχετικά με την μελέτη για πρώτη φορά της ανθρώπινης μυϊκής υπομονάδας 
α της κινάσης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου (hmPHKA) προέκυψαν 
τα ακόλουθα συμπεράσματα: 
 Η βελτιστοποίηση του γονιδίου οδήγησε σε αύξηση των επιπέδων έκφρασης, 
αλλά η hmPHKA εκφραζόταν υπό την μορφή έγκλειστων σωματίων, γεγονός 
που δικαιολογήθηκε από το μεγάλο μοριακό της βάρος (140 kDa). 
 Έκφραση της hmPHKA σε διαλυτή μορφή επιτεύχθηκε μόνο μετά από προ-
σπάθειες συνέκφρασης, παρουσία του μοριακού συνοδού TF.  
 Μετά τη δοκιμή 25 διαφορετικών διαλυμάτων λύσης επιλέχθηκε το κατάλλη-
λο διάλυμα το οποίο οδήγησε σε πρωτεΐνη ορθής διαμόρφωσης.  
 Η επιλογή αυτών των παραγόντων οδήγησαν στη παραγωγή διαλυτής πρω-
τεΐνης σε σημαντική ποσότητα, ενώ πραγματοποιήθηκε περαιτέρω καθαρι-
σμός μέσω τριών σταδίων.  
 Ανάλυση των δειγμάτων με DLS αποκάλυψε ότι η καθαρή hmPHKA βρίσκεται 
με τη μορφή μονομερούς πληθυσμού. 
 Πειράματα κυκλικού διχρωισμού (CD) φανέρωσαν τη χαρακτηριστική μορφή 
της πρωτεΐνης με κυρίαρχη δευτεροταγή δομή α-έλικας σε ποσοστό 58,5%.  
 Πειράματα αρνητικής χρώσης ΕΜ φανέρωσαν τον υψηλό βαθμό ομοιογένει-
ας του δείγματος, γεγονός που άνοιγε τον δρόμο για προσδιορισμό της δο-
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Type 2 diabetes mellitus (T2D) is a serious threat to global health constituting a ma-
jor socioeconomic problem.  Currently, T2D drugs have many adverse side effects, 
including severe hypoglycemia. Glycogen metabolism is controlled by a number of 
enzymes in a complex and dynamic manner. Glycogen phosphorylase (GP) and gly-
cogen phosphorylase kinase (PhK) are two enzymes that play a critical role in glyco-
gen metabolism and in glucose homeostasis. In the framework of this PhD thesis, 
within the overarching goal to discover new therapeutic agents for T2D, studies on 
the structure-activity relationship of these two enzymes were performed. GP is a val-
idated target for the discovery of new antihyperglycaemic agents for patients with 
T2D. In the first part, the inhibitory effect of polyphenolic extracts from 19 samples 
from byproducts of the industrial juicing process of pomegranate (Punica Granatum) 
and 23 samples from plants of the Rosaceae family was assessed. The most potent 
inhibitory extracts showed IC50 values below 10 μg / mL. Employing the affinity crys-
tallography method, the most bioactive molecules of the extracts were determined. 
For the pomegranate samples, the most bioactive molecules were ellagic and 
chlorogenic acid (found bound at the inhibition and active site of the enzyme, re-
spectively). For the Rosaceae samples, the most bioactive molecules were glucose, 
gallic, ellagic and chlorogenic acid found bound at the active, inhibitory, and the new 
allosteric site, respectively. The binding of chlorogenic acid to GP has not been ob-
served thus far, and structural analysis of the GP-chlorogenic acid complex in the 
crystal revealed the structural basis of its inhibitory activity. Recent studies have 
highlighted the usefulness of plant extracts in the production of bio-functional food 
products and the results of this study constitute an important step towards the de-
sign of new biofunctional products for T2D patients. Phk phosphorylates the inactive 
phosphorylase b converting it to the active phosphorylase a. The enzyme is one of 
the most complex protein kinases, consisting of four subunits (α, β, γ and δ) with 
heterodimer stoichiometry (αβγδ)4 and a molecular weight of 1.3 MDa. In the sec-
ond part of the dissertation, biochemical and biophysical studies of PhK subunits γ 
and α were performed. Expression studies of human γ truncated subunit of PhK 
were performed in E. coli strains and then the protein was purified by liquid chroma-
tography methods and crystallization tests were performed. The α subunit of the 
human muscle PhK was also studied. Initially, gene optimization studies were per-
formed to express it in the E.coli bacterial system. The amplified gene was inserted 
into the pETM-11 vector and to enhance its solubility, the molecular chaperone Trig-
ger Factor was used. This was followed by chromatographic purification, and bio-
physical studies to determine the oligomerization state (DLS), as well as experiments 
to determine the folding and its secondary structure elements (CD), and final the 
sample was analyzed for its homogeneity and purity through negative stain EM.  
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




Αμινοξική αλληλουχία βελτιστοποιημένου γονιδίου της hmPHKA 
10         20         30         40         50         60  
MRSRSNSGVR LDGYARLVQQ TILCHQNPVT GLLPASYDQK DAWVRDNVYS ILAVWGLGLA  
 
        70         80         90        100        110        120  
YRKNADRDED KAKAYELEQS VVKLMRGLLH CMIRQVDKVE SFKYSQSTKD SLHAKYNTKT  
 
       130        140        150        160        170        180  
CATVVGDDQW GHLQLDATSV YLLFLAQMTA SGLHIIHSLD EVNFIQNLVF YIEAAYKTAD  
 
       190        200        210        220        230        240  
FGIWERGDKT NQGISELNAS SVGMAKAALE ALDELDLFGV KGGPQSVIHV LADEVQHCQS  
 
       250        260        270        280        290        300  
ILNSLLPRAS TSKEVDASLL SVVSFPAFAV EDSQLVELTK QEIITKLQGR YGCCRFLRDG  
 
       310        320        330        340        350        360  
YKTPKEDPNR LYYEPAELKL FENIECEWPL FWTYFILDGV FSGNAEQVQE YKEALEAVLI  
 
       370        380        390        400        410        420  
KGKNGVPLLP ELYSVPPDRV DEEYQNPHTV DRVPMGKLPH MWGQSLYILG SLMAEGFLAP  
 
       430        440        450        460        470        480  
GEIDPLNRRF STVPKPDVVV QVSILAETEE IKTILKDKGI YVETIAEVYP IRVQPARILS  
 
       490        500        510        520        530        540  
HIYSSLGCNN RMKLSGRPYR HMGVLGTSKL YDIRKTIFTF TPQFIDQQQF YLALDNKMIV  
 
       550        560        570        580        590        600  
EMLRTDLSYL CSRWRMTGQP TITFPISHSM LDEDGTSLNS SILAALRKMQ DGYFGGARVQ  
 
       610        620        630        640        650        660  
TGKLSEFLTT SCCTHLSFMD PGPEGKLYSE DYDDNYDYLE SGNWMNDYDS TSHARCGDEV  
 
       670        680        690        700        710        720  
ARYLDHLLAH TAPHPKLAPT SQKGGLDRFQ AAVQTTCDLM SLVTKAKELH VQNVHMYLPT  
 
       730        740        750        760        770        780  
KLFQASRPSF NLLDSPHPRQ ENQVPSVRVE IHLPRDQSGE VDFKALVLQL KETSSLQEQA  
 
       790        800        810        820        830        840  
DILYMLYTMK GPDWNTELYN ERSATVRELL TELYGKVGEI RHWGLIRYIS GILRKKVEAL  
 
       850        860        870        880        890        900  
DEACTDLLSH QKHLTVGLPP EPREKTISAP LPYEALTQLI DEASEGDMSI SILTQEIMVY  
 
       910        920        930        940        950        960  
LAMYMRTQPG LFAEMFRLRI GLIIQVMATE LAHSLRCSAE EATEGLMNLS PSAMKNLLHH  
 
       970        980        990       1000       1010       1020  
ILSGKEFGVE RSVRPTDSNV SPAISIHEIG AVGATKTERT GIMQLKSEIK QSPGTSMTPS  
 
      1030       1040       1050       1060       1070       1080  
SGSFPSAYDQ QSSKDSRQGQ WQRRRRLDGA LNRVPVGFYQ KVWKVLQKCH GLSVEGFVLP  
 
      1090       1100       1110       1120       1130       1140  
SSTTREMTPG EIKFSVHVES VLNRVPQPEY RQLLVEAILV LTMLADIEIH SIGSIIAVEK  
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      1150       1160       1170       1180       1190       1200  
IVHIANDLFL QEQKTLGADD TMLAKDPASG ICTLLYDSAP SGRFGTMTYL SKAAATYVQE  
 
      1210  
FLPHSICAMQ  
 
Αριθμός αμινοξέων: 1210 
Μοριακό Βάρος: 136 kDa 
Θεωρητικό pI: 5,8 
 
Αμινοξική αλληλουχία βελτιστοποιημένου γονιδίου της hlPhKγ 
10         20         30         40         50         60  
MTLDVGPEDE LPDWAAAKEF YQKYDPKDVI GRGVSSVVRR CVHRATGHEF AVKIMEVTAE  
 
        70         80         90        100        110        120  
RLSPEQLEEV REATRRETHI LRQVAGHPHI ITLIDSYESS SFMFLVFDLM RKGELFDYLT  
 
       130        140        150        160        170        180  
EKVALSEKET RSIMRSLLEA VSFLHANNIV HRDLKPENIL LDDNMQIRLS DFGFSCHLEP  
 
       190        200        210        220        230        240  
GEKLRELCGT PGYLAPEILK CSMDETHPGY GKEVDLWACG VILFTLLAGS PPFWHRRQIL  
 
       250        260        270        280        290  
MLRMIMEGQY QFSSPEWDDR SSTVKDLISR LLQVDPEARL TAEQALQHPF FERCEGSQ  
 
Αριθμός αμινοξέων: 298 
Μοριακό Βάρος: 34 kDa 
Θεωρητικό pI: 5,3 
 
Αμινοξική αλληλουχία γονιδίου της rmPhKγ 
10         20         30         40         50         60  
MTRDAALPGS HSTHGFYENY EPKEILGRGV SSVVRRCIHK PTCKEYAVKI IDVTGGGSFS  
 
        70         80         90        100        110        120  
AEEVQELREA TLKEVDILRK VSGHPNIIQL KDTYETNTFF FLVFDLMKKG ELFDYLTEKV  
 
       130        140        150        160        170        180  
TLSEKETRKI MRALLEVICA LHKLNIVHRD LKPENILLDD DMNIKLTDFG FSCQLDPGEK  
 
       190        200        210        220        230        240  
LREVCGTPSY LAPEIIECSM NDNHPGYGKE VDMWSTGVIM YTLLAGSPPF WHRKQMLMLR  
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       250        260        270        280        290  
MIMSGNYQFG SPEWDDYSDT VKDLVSRFLV VQPQKRYTAE EALAHPFFQQ YVVEEVRH  
 
Αριθμός αμινοξέων: 298 
Μοριακό Βάρος: 34 kDa 




Ρυθμιστικό δ/μα ηλεκτροφόρησης 10x (500mL) 
15 gr Tris 
72 gr Glycine 
5 gr SDS 
 
Πήκτωμα επιστοίβαξης 5 % (3mL) 
2,1 mL dH2O  
0,5 mL 30 % διαλύματος ακρυλαμιδίου/ bis-ακρυλαμιδίου (29: 1 w/w ακρυλαμίδιο: 
bis-ακρυλαμίδιο) 
0,38 mL 1,0 M Tris-HCl, pH 6,8 
30 μL 10 % SDS 
30 μL 10 % APS 
3 μL TEMED 
 
LB Broth Handmade (1L) 
10 g tryptone 
5 g yeast extract 
10 g NaCl 
Ρύθμιση του pH στο 7 με μερικές σταγόνες NaOH 
 
2YT (1L) 
16 g tryptone 
10 g yeast extract 
5 g NaCl 
Ρύθμιση του pH στο 7 με μερικές σταγόνες NaOH 
 
Πήκτωμα διαχωρισμού 10 % (5mL) 
1,9 mL ddH2O  
1,7 mL 30 % διαλύματος ακρυλαμιδίου/ bis-ακρυλαμιδίου (29: 1 w/w ακρυλαμίδιο: 
bis-ακρυλαμίδιο) 
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1,3 mL 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 
50 μL 10 % SDS 
50 μL 10 % APS 
2 μL TEMED 
 
Πήκτωμα διαχωρισμού 12 % (5mL) 
1,6 mL dH2O  
2 mL 30 % διαλύματος ακρυλαμιδίου/ bis-ακρυλαμιδίου (29: 1 w/w ακρυλαμίδιο: 
bis-ακρυλαμίδιο) 
1,3 mL 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 
50 μL 10 % SDS 
50 μL 10 % APS 
2 μL TEMED 
 
Ρυθμιστικό διάλυμα δειγμάτων SDS-PAGE 4× (Sample Buffer) 
240mΜ Tris-HCl pH 6,8 
40% Glycerol 
8% SDS 
5% β- mercaptoethanol 
0.04% Bromophenol Blue 
 
Δ/μα χρωστικής Coomassie (φωτοευαίσθητη) 
40 % μεθανόλη 
10 % οξικό οξύ 
50 % dH2O 
0,1 % (w/v) Coomassie R-250   
 
Προετοιμασία μεμβρανών διαπίδυσης 
Αρχικά ζυγίζουμε 6.5 g Na2CO3 και 2.44 g EDTA για την προετοιμασία 650 mL διαλύ-
ματος. Οι μεμβράνες διαπίδυσης τοποθετούνται  στο παραπάνω διάλυμα και αφή-
νονται να βράσουν για 30 λεπτά. Στη συνέχεια ξεπλένονται πολύ καλά με απιονι-
σμένο H2O. Τοποθετούνται σε απιονισμένο H2O και αφήνονται να βράσουν για 30 




Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




1. Gosmanov AR, Gosmanova EO, Dillard-Cannon E. Management of adult 
diabetic ketoacidosis. Diabetes Metab Syndr Obes. 2014;7:255-64. 
2. American Diabetes Association Diagnosis and Classification of Diabetes 
Mellitus. . Diabetes care. 2011;34. 
3. Chiasson JL, Aris-Jilwan N, Belanger R, Bertrand S, Beauregard H, Ekoe JM, et 
al. Diagnosis and treatment of diabetic ketoacidosis and the hyperglycemic 
hyperosmolar state. CMAJ. 2003;168(7):859-66. 
4. Patterson CC, Dahlquist GG, Gyurus E, Green A, Soltesz G, Group ES. 
Incidence trends for childhood type 1 diabetes in Europe during 1989-2003 and 
predicted new cases 2005-20: a multicentre prospective registration study. Lancet. 
2009;373(9680):2027-33. 
5. Somsak L, Czifrak K, Toth M, Bokor E, Chrysina ED, Alexacou KM, et al. New 
inhibitors of glycogen phosphorylase as potential antidiabetic agents. Curr Med 
Chem. 2008;15(28):2933-83. 
6. Roder PV, Wu B, Liu Y, Han W. Pancreatic regulation of glucose homeostasis. 
Exp Mol Med. 2016;48:e219. 
7. Freychet L, Rizkalla SW, Desplanque N, Basdevant A, Zirinis P, Tchobroutsky 
G, et al. Effect of intranasal glucagon on blood glucose levels in healthy subjects and 
hypoglycaemic patients with insulin-dependent diabetes. Lancet. 
1988;1(8599):1364-6. 
8. Komatsu M, Takei M, Ishii H, Sato Y. Glucose-stimulated insulin secretion: A 
newer perspective. J Diabetes Investig. 2013;4(6):511-6. 
9. Treadway JL, Mendys P, Hoover DJ. Glycogen phosphorylase inhibitors for 
treatment of type 2 diabetes mellitus. Expert Opin Investig Drugs. 2001;10(3):439-
54. 
10. Rines AK, Sharabi K, Tavares CD, Puigserver P. Targeting hepatic glucose 
metabolism in the treatment of type 2 diabetes. Nature reviews Drug discovery. 
2016;15(11):786-804. 
11. Roach PJ, Depaoli-Roach AA, Hurley TD, Tagliabracci VS. Glycogen and its 
metabolism: some new developments and old themes. Biochem J. 2012;441(3):763-
87. 
12. Berg JM, Tymoczko JL, Stryer L. Biochemistry. 7th ed. New York: W.H. 
Freeman; 2012. xxxii, 1054, 132 p. p. 
13. Agius L. Role of glycogen phosphorylase in liver glycogen metabolism. Mol 
Aspects Med. 2015;46:34-45. 
14. Zois CE, Harris AL. Glycogen metabolism has a key role in the cancer 
microenvironment and provides new targets for cancer therapy. Journal of 
Molecular Medicine-Jmm. 2016;94(2):137-54. 
15. Adeva-Andany MM, Gonzalez-Lucan M, Donapetry-Garcia C, Fernandez-
Fernandez C, Ameneiros-Rodriguez E. Glycogen metabolism in humans. BBA Clin. 
2016;5:85-100. 
16. Youngren JF. Regulation of insulin receptor function. Cell Mol Life Sci. 
2007;64(7-8):873-91. 
17. Wolfsdorf JI, Weinstein DA. Glycogen storage diseases. Reviews in endocrine 
& metabolic disorders. 2003;4(1):95-102. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 240 
 
18. Chang S, Rosenberg MJ, Morton H, Francomano CA, Biesecker LG. 
Identification of a mutation in liver glycogen phosphorylase in glycogen storage 
disease type VI. Human molecular genetics. 1998;7(5):865-70. 
19. Livanova NB, Chebotareva NA, Eronina TB, Kurganov BI. Pyridoxal 5'-
phosphate as a catalytic and conformational cofactor of muscle glycogen 
phosphorylase B. Biochemistry (Mosc). 2002;67(10):1089-98. 
20. Cori CFC, G. T. Mechanism of formation of hexose monophosphate in muscle 
and isolation of a new phosphate ester. Proc Soc Exp Biol Med. 1936. 
21. Parnas JKB, T. . Compt Rend Soc Biol. 1935. 
22. Monod JW, J.; Changeux, J. P.;. On the nature of allosteric transitions: A 
plausible model. Journal of Molecular Biology. 1965; 12(1):88-118. 
23. Newgard CB, Hwang PK, Fletterick RJ. The family of glycogen phosphorylases: 
structure and function. Crit Rev Biochem Mol Biol. 1989;24(1):69-99. 
24. Cohen P. The subunit structure of rabbit-skeletal-muscle phosphorylase 
kinase, and the molecular basis of its activation reactions. European journal of 
biochemistry. 1973;34(1):1-14. 
25. Cohen P. Protein phosphorylation and the control of glycogen metabolism in 
skeletal muscle. Philosophical transactions of the Royal Society of London Series B, 
Biological sciences. 1983;302(1108):13-25. 
26. Cohen P. Phosphorylase kinase from rabbit skeletal muscle. Methods in 
enzymology. 1983;99:243-50. 
27. Fletterick RJ, Madsen NB. The structures and related functions of 
phosphorylase a. Annual review of biochemistry. 1980;49:31-61. 
28. Dombradi V. Structural aspects of the catalytic and regulatory function of 
glycogen phosphorylase. The International journal of biochemistry. 1981;13(2):125-
39. 
29. Vereb G, Fodor A, Bot G. Kinetic characterization of rabbit skeletal muscle 
phosphorylase ab hybrid. Biochimica et biophysica acta. 1987;915(1):19-27. 
30. Lillpopp L, Tzikas S, Ojeda F, Zeller T, Baldus S, Bickel C, et al. Prognostic 
information of glycogen phosphorylase isoenzyme BB in patients with suspected 
acute coronary syndrome. Am J Cardiol. 2012;110(9):1225-30. 
31. Mathieu C, Li de la Sierra-Gallay I, Duval R, Xu X, Cocaign A, Leger T, et al. 
Insights into Brain Glycogen Metabolism: THE STRUCTURE OF HUMAN BRAIN 
GLYCOGEN PHOSPHORYLASE. The Journal of biological chemistry. 
2016;291(35):18072-83. 
32. Oikonomakos NG, Somsak L. Advances in glycogen phosphorylase inhibitor 
design. Current opinion in investigational drugs. 2008;9(4):379-95. 
33. Oikonomakos NG. Glycogen phosphorylase as a molecular target for type 2 
diabetes therapy. Current protein & peptide science. 2002;3(6):561-86. 
34. Stravodimos GA, Kantsadi AL, Apostolou A, Kyriakis E, Kafaski-Kanelli VN, 
Solovou TGA, et al. Affinity crystallography reveals the bioactive compounds of 
industrial juicing byproducts of Punica granatum for glycogen phosphorylase. 
Current drug discovery technologies. 2017. 
35. Kantsadi AL, Bokor E, Kun S, Stravodimos GA, Chatzileontiadou DSM, 
Leonidas DD, et al. Synthetic, enzyme kinetic, and protein crystallographic studies of 
C-beta-d-glucopyranosyl pyrroles and imidazoles reveal and explain low nanomolar 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 241 
 
inhibition of human liver glycogen phosphorylase. European journal of medicinal 
chemistry. 2016;123:737-45. 
36. Weaver TM. The pi-helix translates structure into function. Protein science : a 
publication of the Protein Society. 2000;9(1):201-6. 
37. Johnson LN, Hu SH, Barford D. Catalytic mechanism of glycogen 
phosphorylase. Faraday Discuss. 1992(93):131-42. 
38. Palm D, Klein HW, Schinzel R, Buehner M, Helmreich EJ. The role of pyridoxal 
5'-phosphate in glycogen phosphorylase catalysis. Biochemistry. 1990;29(5):1099-
107. 
39. Oikonomakos NG, Zographos SE, Skamnaki VT, Archontis G. The 1.76 A 
resolution crystal structure of glycogen phosphorylase B complexed with glucose, 
and CP320626, a potential antidiabetic drug. Bioorg Med Chem. 2002;10(5):1313-9. 
40. Sprang SR, Withers SG, Goldsmith EJ, Fletterick RJ, Madsen NB. Structural 
basis for the activation of glycogen phosphorylase b by adenosine monophosphate. 
Science. 1991;254(5036):1367-71. 
41. Johnson LN, Acharya KR, Jordan MD, McLaughlin PJ. Refined crystal structure 
of the phosphorylase-heptulose 2-phosphate-oligosaccharide-AMP complex. J Mol 
Biol. 1990;211(3):645-61. 
42. Martin JL, Johnson LN, Withers SG. Comparison of the binding of glucose and 
glucose 1-phosphate derivatives to T-state glycogen phosphorylase b. Biochemistry. 
1990;29(48):10745-57. 
43. Tsitsanou KE, Skamnaki VT, Oikonomakos NG. Structural basis of the 
synergistic inhibition of glycogen phosphorylase a by caffeine and a potential 
antidiabetic drug. Archives of biochemistry and biophysics. 2000;384(2):245-54. 
44. Kantsadi AL, Apostolou A, Theofanous S, Stravodimos GA, Kyriakis E, 
Gorgogietas VA, et al. Biochemical and biological assessment of the inhibitory 
potency of extracts from vinification byproducts of Vitis vinifera extracts against 
glycogen phosphorylase. Food Chem Toxicol. 2014;67:35-43. 
45. Stravodimos GA, Chetter BA, Kyriakis E, Kantsadi AL, Chatzileontiadou DSM, 
Skamnaki VT, et al. Phytogenic Polyphenols as Glycogen Phosphorylase Inhibitors: 
The Potential of Triterpenes and Flavonoids for Glycaemic Control in Type 2 
Diabetes. Current Medicinal Chemistry. 2017;24(4):384-403. 
46. Barford D, Johnson LN. The allosteric transition of glycogen phosphorylase. 
Nature. 1989;340(6235):609-16. 
47. Fletterick RJ, Sprang SR. Glycogen-Phosphorylase Structures and Function. 
Accounts of Chemical Research. 1982;15(11):361-9. 
48. Oikonomakos NG, Zographos SE, Tsitsanou KE, Johnson LN, Acharya KR. 
Activator anion binding site in pyridoxal phosphorylase b: the binding of phosphite, 
phosphate, and fluorophosphate in the crystal. Protein science : a publication of the 
Protein Society. 1996;5(12):2416-28. 
49. Barford D, Johnson LN. The allosteric transition of glycogen phosphorylase. 
Nature. 1989;340:609-16. 
50. Leonidas DD, Oikonomakos NG, Papageorgiou AC. Sulphate activates 
phosphorylase b by binding to the Ser (P) site. Biochimica et biophysica acta. 
1991;1076(2):305-7. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 242 
 
51. Johnson LN, Hajdu, J., Acharya, K.R., Stuart, D.I., McLaughlin, P.J., 
Oikonomakos, N.G., Barford, D. Glycogen phosphorylase b. In Allosteric enzymes. 
1989. 
52. Hayes JM, Kantsadi AL, Leonidas DD. Natural products and their derivatives as 
inhibitors of glycogen phosphorylase: potential treatment for type 2 diabetes. 
Phytochemistry Reviews. 2014;13(2):471-98. 
53. Johnson LN. Glycogen phosphorylase: control by phosphorylation and 
allosteric effectors. FASEB J. 1992;6(6):2274-82. 
54. Martin JL, Veluraja K, Ross K, Johnson LN, Fleet GW, Ramsden NG, et al. 
Glucose analogue inhibitors of glycogen phosphorylase: the design of potential drugs 
for diabetes. Biochemistry. 1991;30(42):10101-16. 
55. Papageorgiou AC, Oikonomakos NG, Leonidas DD. Inhibition of Rabbit Muscle 
Glycogen-Phosphorylase by D-Gluconohydroximo-1,5-Lactone-N-Phenylurethane. 
Archives of biochemistry and biophysics. 1989;272(2):376-85. 
56. Tsitsanou KE, Hayes JM, Keramioti M, Mamais M, Oikonomakos NG, Kato A, 
et al. Sourcing the affinity of flavonoids for the glycogen phosphorylase inhibitor site 
via crystallography, kinetics and QM/MM-PBSA binding studies: comparison of 
chrysin and flavopiridol. Food Chem Toxicol. 2013;61:14-27. 
57. Kyriakis E, Stravodimos GA, Kantsadi AL, Chatzileontiadou DS, Skamnaki VT, 
Leonidas DD. Natural flavonoids as antidiabetic agents. The binding of gallic and 
ellagic acids to glycogen phosphorylase b. FEBS letters. 2015;589(15):1787-94. 
58. Oikonomakos NG, Skamnaki VT, Tsitsanou KE, Gavalas NG, Johnson LN. A new 
allosteric site in glycogen phosphorylase b as a target for drug interactions. 
Structure. 2000;8(6):575-84. 
59. Pinotsis N, Leonidas DD, Chrysina ED, Oikonomakos NG, Mavridis IM. The 
binding of beta- and gamma-cyclodextrins to glycogen phosphorylase b: kinetic and 
crystallographic studies. Protein science : a publication of the Protein Society. 
2003;12(9):1914-24. 
60. Barford D, Hu SH, Johnson LN. Structural mechanism for glycogen 
phosphorylase control by phosphorylation and AMP. J Mol Biol. 1991;218:233-60. 
61. Ιωάννης Κ. Ενζυμολογία. 2007. 
62. Barford D, Hu SH, Johnson LN. Structural mechanism for glycogen 
phosphorylase control by phosphorylation and AMP. J Mol Biol. 1991;218(1):233-60. 
63. Li HL, Nguyen HH, Loo RRO, Campuzano IDG, Loo JA. An integrated native 
mass spectrometry and top-down proteomics method that connects sequence to 
structure and function of macromolecular complexes. Nature Chemistry. 
2018;10(2):139-48. 
64. Zimmet PZ, Magliano DJ, Herman WH, Shaw JE. Diabetes: a 21st century 
challenge. Lancet Diabetes & Endocrinology. 2014;2(1):56-64. 
65. Pasupuleti VKA, J. W.; . Nutraceuticals, glycemic health and type 2 diabetes. . 
Wiley-Blackwell: Oxford. 2008;1st ed. 
66. Gershenzon J, Dudareva N. The function of terpene natural products in the 
natural world. Nat Chem Biol. 2007;3(7):408-14. 
67. Nazaruk J, Borzym-Kluczyk M. The role of triterpenes in the management of 
diabetes mellitus and its complications. Phytochem Rev. 2015;14(4):675-90. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 243 
 
68. Sheng H, Sun H. Synthesis, biology and clinical significance of pentacyclic 
triterpenes: a multi-target approach to prevention and treatment of metabolic and 
vascular diseases. Nat Prod Rep. 2011;28(3):543-93. 
69. Wen XA, Sun HB, Liu J, Wu GZ, Zhang LY, Wu XM, et al. Pentacyclic 
triterpenes. Part 1: The first examples of naturally occurring pentacyclic triterpenes 
as a new class of inhibitors of glycogen phosphorylases. Bioorganic & Medicinal 
Chemistry Letters. 2005;15(22):4944-8. 
70. Fukushima M, Matsuyama F, Ueda N, Egawa K, Takemoto J, Kajimoto Y, et al. 
Effect of corosolic acid on postchallenge plasma glucose levels. Diabetes research 
and clinical practice. 2006;73(2):174-7. 
71. Miura T, Ueda N, Yamada K, Fukushima M, Ishida T, Kaneko T, et al. 
Antidiabetic effects of corosolic acid in KK-Ay diabetic mice. Biol Pharm Bull. 
2006;29(3):585-7. 
72. Chen J, Liu J, Zhang LY, Wu GZ, Hua WY, Wu XM, et al. Pentacyclic triterpenes. 
Part 3: Synthesis and biological evaluation of oleanolic acid derivatives as novel 
inhibitors of glycogen phosphorylase. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters. 
2006;16(11):2915-9. 
73. Liang ZJ, Zhang LY, Li LC, Liu J, Li HL, Zhang LY, et al. Identification of 
pentacyclic triterpenes derivatives as potent inhibitors against glycogen 
phosphorylase based on 3D-QSAR studies. European journal of medicinal chemistry. 
2011;46(6):2011-21. 
74. Luo JG, Liu J, Kong LY. New pentacyclic triterpenes from Gypsophila 
oldhamiana and their biological evaluation as glycogen phosphorylase inhibitors. 
Chemistry & Biodiversity. 2008;5(5):751-7. 
75. Yang JC, H.; Zhang, L.; Wang, Q.; Lai, M. X.;. Antidiabetic effect of 
standardized extract of potentilla discolor bunge and identification of its active 
components. . Drug Dev Res, . 2010;71(2):127-32. 
76. Ong KC, Khoo HE. Effects of myricetin on glycemia and glycogen metabolism 
in diabetic rats. Life Sciences. 2000;67(14):1695-705. 
77. Ahmad M, Akhtar MS, Malik T, Gilani AH. Hypoglycaemic action of the 
flavonoid fraction of Cuminum nigrum seeds. Phytotherapy Research. 
2000;14(2):103-6. 
78. Anila L, Vijayalakshmi NR. Beneficial effects of flavonoids from Sesamum 
indicum, Emblica officinalis and Momordica charantia. Phytother Res. 
2000;14(8):592-5. 
79. Middleton E, Jr., Kandaswami C, Theoharides TC. The effects of plant 
flavonoids on mammalian cells: implications for inflammation, heart disease, and 
cancer. Pharmacol Rev. 2000;52(4):673-751. 
80. Kamiyama OS, F.; Ikeda, K.; Higashi Y.; Minami, Y.; Asano, N.; Adachi, I.; Kato, 
A. In vitro inhibition of α-glucosidases and glycogen phosphorylase by catechin 
gallates in green tea. Food Chemistry. 2010;122(4):1061-6. 
81. Kato A, Minoshima Y, Yamamoto J, Adachi I, Watson AA, Nash RJ. Protective 
effects of dietary chamomile tea on diabetic complications. J Agric Food Chem. 
2008;56(17):8206-11. 
82. Jakobs S, Fridrich D, Hofem S, Pahlke G, Eisenbrand G. Natural flavonoids are 
potent inhibitors of glycogen phosphorylase. Mol Nutr Food Res. 2006;50(1):52-7. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 244 
 
83. Kyriakis E, Stravodimos GA, Kantsadi AL, Chatzileontiadou DSM, Skamnaki VT, 
Leonidas DD. Natural flavonoids as antidiabetic agents. The binding of gallic and 
ellagic acids to glycogen phosphorylase b. FEBS letters. 2015;589(15):1787-94. 
84. Kato A, Nasu N, Takebayashi K, Adachi I, Minami Y, Sanae F, et al. Structure-
activity relationships of flavonoids as potential inhibitors of glycogen phosphorylase. 
Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2008;56(12):4469-73. 
85. Kamiyama O, Sanae F, Ikeda K, Higashi Y, Minami Y, Asano N, et al. In vitro 
inhibition of α-glucosidases and glycogen phosphorylase by catechin gallates in 
green tea. Food Chemistry. 2010;122(4):1061-6. 
86. Kostich M, English J, Madison V, Gheyas F, Wang L, Qiu P, et al. Human 
members of the eukaryotic protein kinase family. Genome Biol. 
2002;3(9):RESEARCH0043. 
87. Venien-Bryan C, Jonic S, Skamnaki V, Brown N, Bischler N, Oikonomakos NG, 
et al. The structure of phosphorylase kinase holoenzyme at 9.9 angstroms resolution 
and location of the catalytic subunit and the substrate glycogen phosphorylase. 
Structure. 2009;17(1):117-27. 
88. Johnson LN, Noble ME, Owen DJ. Active and inactive protein kinases: 
structural basis for regulation. Cell. 1996;85(2):149-58. 
89. Lowe ED, Noble ME, Skamnaki VT, Oikonomakos NG, Owen DJ, Johnson LN. 
The crystal structure of a phosphorylase kinase peptide substrate complex: kinase 
substrate recognition. EMBO J. 1997;16(22):6646-58. 
90. Chartier M, Chenard T, Barker J, Najmanovich R. Kinome Render: a stand-
alone and web-accessible tool to annotate the human protein kinome tree. PeerJ. 
2013;1:e126. 
91. Manning G, Whyte DB, Martinez R, Hunter T, Sudarsanam S. The protein 
kinase complement of the human genome. Science. 2002;298(5600):1912-34. 
92. Manning G. Genomic overview of protein kinases. WormBook : the online 
review of C elegans biology. 2005:1-19. 
93. Roskoski R. A historical overview of protein kinases and their targeted small 
molecule inhibitors. Pharmacological Research. 2015;100:1-23. 
94. Zheng J, Knighton DR, ten Eyck LF, Karlsson R, Xuong N, Taylor SS, et al. 
Crystal structure of the catalytic subunit of cAMP-dependent protein kinase 
complexed with MgATP and peptide inhibitor. Biochemistry. 1993;32(9):2154-61. 
95. Scott JD, Glaccum MB, Fischer EH, Krebs EG. Primary-structure requirements 
for inhibition by the heat-stable inhibitor of the cAMP-dependent protein kinase. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America. 
1986;83(6):1613-6. 
96. Johnson LN. The regulation of protein phosphorylation. Biochem Soc Trans. 
2009;37(Pt 4):627-41. 
97. Hanks SK, Hunter T. Protein Kinases .6. The Eukaryotic Protein-Kinase 
Superfamily - Kinase (Catalytic) Domain-Structure and Classification. Faseb Journal. 
1995;9(8):576-96. 
98. Konig S, Nimtz M, Scheiter M, Ljunggren HG, Bryceson YT, Jansch L. Kinome 
analysis of receptor-induced phosphorylation in human natural killer cells. PloS one. 
2012;7(1):e29672. 
99. Endicott JA, Noble ME, Johnson LN. The structural basis for control of 
eukaryotic protein kinases. Annual review of biochemistry. 2012;81:587-613. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 245 
 
100. de Oliveira PS, Ferraz FA, Pena DA, Pramio DT, Morais FA, Schechtman D. 
Revisiting protein kinase-substrate interactions: Toward therapeutic development. 
Science signaling. 2016;9(420):re3. 
101. Huse M, Kuriyan J. The conformational plasticity of protein kinases. Cell. 
2002;109(3):275-82. 
102. Nolen B, Taylor S, Ghosh G. Regulation of protein kinases: Controlling activity 
through activation segment conformation. Molecular cell. 2004;15(5):661-75. 
103. Fischer EH, Krebs EG. Conversion of phosphorylase b to phosphorylase a in 
muscle extracts. The Journal of biological chemistry. 1955;216(1):121-32. 
104. Krebs HA, Dierks C, Gascoyne T. Carbohydrate synthesis from lactate in 
pigeon-liver homogenate. Biochem J. 1964;93(1):112-21. 
105. Pearson RB, Kemp BE. Protein kinase phosphorylation site sequences and 
consensus specificity motifs: tabulations. Methods in enzymology. 1991;200:62-81. 
106. Brushia RJ, Walsh DA. Phosphorylase kinase: the complexity of its regulation 
is reflected in the complexity of its structure. Front Biosci. 1999;4:D618-41. 
107. Ludwing MGH, Jr. Cellular Regulation by Protein Phosphorylation. Nato-ASI 
Serie H56. 1991:441-5. 
108. Owen DJ, Noble ME, Garman EF, Papageorgiou AC, Johnson LN. Two 
structures of the catalytic domain of phosphorylase kinase: an active protein kinase 
complexed with substrate analogue and product. Structure. 1995;3(5):467-82. 
109. Winchester JS, Rouchka EC, Rowland NS, Rice NA. In Silico characterization of 
phosphorylase kinase: evidence for an alternate intronic polyadenylation site in 
PHKG1. Mol Genet Metab. 2007;92(3):234-42. 
110. Psarra AMG, Sotiroudis TG. Subcellular distribution of phosphorylase kinase 
in rat brain. Association of the enzyme with mitochondria and membranes. 
International Journal of Biochemistry & Cell Biology. 1996;28(1):29-42. 
111. Skamnaki VTK, A. L.; Chatzileontiadou, D. S. M.; Stravodimos, G. A.; Leonidas, 
D. D. Glycogen Metabolism Enzymes as Molecular Targets for Drug Development. In 
“Glycogen: Structure, Functions in the Body and Role in Disease” Biochemistry 
Research Trends. 2013. 
112. Heilmeyer LMG, Serwe M, Weber C, Metzger J, Hoffmannposorske E, Meyer 
HE. Farnesylcysteine, a Constituent of the Alpha and Beta Subunits of Rabbit 
Skeletal-Muscle Phosphorylase-Kinase - Localization by Conversion to S-Ethylcysteine 
and by Tandem Mass-Spectrometry. Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America. 1992;89(20):9554-8. 
113. Skamnaki VT, Owen DJ, Noble MEM, Lowe ED, Lowe G, Oikonomakos NG, et 
al. Catalytic mechanism of phosphorylase kinase probed by mutational studies. 
Biochemistry. 1999;38(44):14718-30. 
114. Skamnaki VT, Oikonomakos NG. Kinetic characterization of the double 
mutant R148A/E182S of glycogen phosphorylase kinase catalytic subunit: the role of 
the activation loop. Journal of protein chemistry. 2000;19(6):499-505. 
115. Newsholme P, Angelos KL, Walsh DA. High and intermediate affinity 
calmodulin binding domains of the alpha and beta subunits of phosphorylase kinase 
and their potential role in phosphorylation-dependent activation of the holoenzyme. 
The Journal of biological chemistry. 1992;267(2):810-8. 
116. Hayes JM, Skamnaki VT, Archontis G, Lamprakis C, Sarrou J, Bischler N, et al. 
Kinetics, in silico docking, molecular dynamics, and MM-GBSA binding studies on 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 246 
 
prototype indirubins, KT5720, and staurosporine as phosphorylase kinase ATP-
binding site inhibitors: the role of water molecules examined. Proteins. 
2011;79(3):703-19. 
117. Nadeau OW, Gogol EP, Carlson GM. Cryoelectron microscopy reveals new 
features in the three-dimensional structure of phosphorylase kinase. Protein science 
: a publication of the Protein Society. 2005;14(4):914-20. 
118. Zander NF, Meyer HE, Hoffmann-Posorske E, Crabb JW, Heilmeyer LM, Jr., 
Kilimann MW. cDNA cloning and complete primary structure of skeletal muscle 
phosphorylase kinase (alpha subunit). Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America. 1988;85(9):2929-33. 
119. Johnson KA, Simpson ZB, Blom T. Global Kinetic Explorer: A new computer 
program for dynamic simulation and fitting of kinetic data. Analytical biochemistry. 
2009;387(1):20-9. 
120. Kilimann MW, Zander NF, Kuhn CC, Crabb JW, Meyer HE, Heilmeyer LMG. The 
Alpha-Subunits and Beta-Subunits of Phosphorylase-Kinase Are Homologous - Cdna 
Cloning and Primary Structure of the Beta-Subunit. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America. 1988;85(24):9381-5. 
121. Maltese WA. Posttranslational Modification of Proteins by Isoprenoids in 
Mammalian-Cells. Faseb Journal. 1990;4(15):3319-28. 
122. Glomset JA, Gelb MH, Farnsworth CC. Prenyl Proteins in Eukaryotic Cells - a 
New Type of Membrane Anchor. Trends in Biochemical Sciences. 1990;15(4):139-42. 
123. Pallen MJ. Glucoamylase-like domains in the alpha- and beta-subunits of 
phosphorylase kinase. Protein science : a publication of the Protein Society. 
2003;12(8):1804-7. 
124. Carriere C, Jonic S, Mornon JP, Callebaut I. 3D mapping of glycogenosis-
causing mutations in the large regulatory alpha subunit of phosphorylase kinase. 
Biochimica Et Biophysica Acta-Molecular Basis of Disease. 2008;1782(11):664-70. 
125. Ayers NA, Wilkinson DA, Fitzgerald TJ, Carlson GM. Self-association of the 
alpha subunit of phosphorylase kinase as determined by two-hybrid screening. 
Journal of Biological Chemistry. 1999;274(50):35583-90. 
126. Chan KF, Graves DJ. Isolation and physicochemical properties of active 
complexes of rabbit muscle phosphorylase kinase. The Journal of biological 
chemistry. 1982;257(10):5939-47. 
127. Taylor SS, Radzioandzelm E, Hunter T. Protein-Kinases .8. How Do Protein-
Kinases Discriminate between Serine Threonine and Tyrosine - Structural Insights 
from the Insulin-Receptor Protein-Tyrosine Kinase. Faseb Journal. 1995;9(13):1255-
66. 
128. Taylor SS, Radzio-Andzelm E. Three protein kinase structures define a 
common motif. Structure. 1994;2(5):345-55. 
129. Dessau MA, Modis Y. Protein crystallization for X-ray crystallography. Journal 
of visualized experiments : JoVE. 2011(47). 
130. McPherson A. Introduction to protein crystallization. Methods in enzymology. 
2004;34:254-65. 
131. Benvenuti M, Mangani S. Crystallization of soluble proteins in vapor diffusion 
for x-ray crystallography. Nature protocols. 2007;2(7):1633-51. 
132. Lima-de-Faria J. Historic atlas of Crystallography. Kluwer Academic. 1990. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 247 
 
133. ΓΛΥΚΟΣ ΝΜ. ΜΙΑ ΜΗ ΜΑΘΗΜΑΤΙΚΗ ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΗ ΚΡΥΣΤΑΛΛΟΓΡΑΦΙΑ 
ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ. 2015. 
134. Blundell TLJ, L. N.;. Protein Crystallography. Academic Press. 1976. 
135. McPherson A, Gavira JA. Introduction to protein crystallization. Acta 
crystallographica Section F, Structural biology communications. 2014;70(Pt 1):2-20. 
136. Chayen NE, Saridakis E. Protein crystallization: from purified protein to 
diffraction-quality crystal. Nature methods. 2008;5(2):147-53. 
137. Russo Krauss I, Merlino A, Vergara A, Sica F. An overview of biological 
macromolecule crystallization. International journal of molecular sciences. 
2013;14(6):11643-91. 
138. McMurry J. Οργανική Χημεία Τόμοι Ι & ΙΙ. Πανεπιστημιακές Εκδόσεις Κρήτης. 
2001. 
139. Rosenberger FH, S. B.; Sowers, T. A.; Nyce, T. A.;. Temperature dependence of 
protein solubility — determination and application to crystallization in X-ray 
capillaries. Journal of Crystal Growth. 1993;129(1-2):1-12. 
140. Chernov AAK, H.;. Principles of crystal growth in protein crystallization, in 
Science and Technology of Crystal Growth (van der Eerden, J. P. and Bruinsma, O. S. 
L., eds.). Kluwer Academic. 1995:329–53. 
141. Dumetz AC, Chockla AM, Kaler EW, Lenhoff AM. Effects of pH on protein-
protein interactions and implications for protein phase behavior. Biochimica et 
biophysica acta. 2008;1784(4):600-10. 
142. Kantardjieff KA, Rupp B. Protein isoelectric point as a predictor for increased 
crystallization screening efficiency. Bioinformatics. 2004;20(14):2162-8. 
143. McPherson A. In: Methods in Enzymology. Wyckoff H W, Hirs C H W, 
Timasheff S N, editors. Orlando, FL: Academic. 1985;114:120-5. 
144. McPherson A. Preparation and analysis of protein crystals. Krieger Publishing. 
1982:1-51. 
145. Zhang YC, P. S.;. Interactions between macromolecules and ions: The 
Hofmeister series. Current Opinion in Chemical Biology. 2006;10(6):658-63. 
146. Gros PG, H.; Drenth, J.; Hol, W. G. J.;. Experiments in membrane protein 
crystallization. Journal of Crystal Growth. 1988;90(1-3):193-200. 
147. McPherson AS, P.;. The use of heterogeneous and epitaxial nucleants to 
promote the growth of protein crystals. Journal of Crystal Growth. 1988;90(1-3):47-
50. 
148. Arakawa T, Timasheff SN. Theory of protein solubility. Methods in 
enzymology. 1985;114:49-77. 
149. Watson AA, O'Callaghan CA. Crystallization and X-ray diffraction analysis of 
human CLEC-2. Acta crystallographica Section F, Structural biology and crystallization 
communications. 2005;61(Pt 12):1094-6. 
150. Ducruix AG, R.;. Crystallization of nucleic acids and proteins : a practical 
approach. Oxford ; New York : Oxford University Press. 1999. 
151. McPherson A. Crystallization of Biological Macromolecules. Cold Spring 
Harbor Laboratory Press. 1999. 
152. Bergfors TE. Protein Crystallization. International University Line, 2009. 2009. 
153. Whon TWL, Y. H.; An, D. S.; Song, H. K.; Kim, S. G.;. A simple technique to 
convert sitting-drop vapor diffusion into hanging-drop vapor diffusion by solidifying 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 248 
 
the reservoir solution with agarose. Journal of Applied Crystallography. 2009;42:975-
6. 
154. Korczynska J, Hu TC, Smith DK, Jenkins J, Lewis R, Edwards T, et al. Microscale 
vapour diffusion for protein crystallization. Acta crystallographica Section D, 
Biological crystallography. 2007;63(Pt 9):1009-15. 
155. Chayen NESS, P. D.; Maeder, D. L.; Blow, D. M.;. An automated system for 
micro-batch protein crystallization and screening. Journal of Applied Crystallography. 
1990;23(4):297-302. 
156. Brumshtein BG, H. M.;Futerman, A. H.; Silman, I.;Sussmana, J. L.;. Control of 
the rate of evaporation in protein crystallization by the ‘microbatch under oil’ 
method. J Appl Crystallogr. 2008;41(5):969-71. 
157. D'Arcy AMS, A.; Stihle, M.; Haber, A.;. The advantages of using a modified 
microbatch method for rapid screening of protein crystallization conditions. Acta 
Crystallogr D Biol Crystallogr 2003;59(2):369-99. 
158. Rosenberger FM, E. J.;. Control of nucleation and growth in protein crystal 
growth. Journal of Crystal Growth. 1988;90(1-3):74-8. 
159. Bergfors T. Seeds to crystals. Journal of structural biology. 2003;142(1):66-76. 
160. Buttner FM, Renner-Schneck M, Stehle T. X-ray crystallography and its impact 
on understanding bacterial cell wall remodeling processes. International journal of 
medical microbiology : IJMM. 2015;305(2):209-16. 
161. Lattman EEL, P. J. Protein Crystallography. The John Hopkins Univesity Press. 
2008. 
162. Rupp B. Biomolecular Crystallography. Garland Science Taylor & Frncis Group, 
LLC 2010. 
163. Sumner T. Dazzling history. Science. 2014;343(6175):1092-3. 
164. Rhodes G. Crystallography Made Crystal Clear. (Academic Press). 1999. 
165. Helliwell JR, Helliwell M, Jones RH. Abinitio structure determination using 
dispersive differences from multiple-wavelength synchrotron-radiation powder 
diffraction data. Acta crystallographica Section A, Foundations of crystallography. 
2005;61(Pt 6):568-74. 
166. Wlodawer A, Minor W, Dauter Z, Jaskolski M. Protein crystallography for non-
crystallographers, or how to get the best (but not more) from published 
macromolecular structures. The FEBS journal. 2008;275(1):1-21. 
167. McPherson A. Introduction to MACROMOLECULAR CRYSTALLOGRAPHY. 
WIley-Blackwell: USA. 2009;2nd Edition. 
168. Kensal EvHC, W. J.; , Ho, P. Shing Principles of Physical Biochemistry 2nd. 
Pearson Prentice Hall 2006. 
169. Thornton STR, A. . Modern Physics for Scientists and Engineers. Saunders 
College Publishing. 1993. 
170. Branden CT, J. Introduction to protein structure. Garland  Publishing. 
1999;2nd. 
171. Brunger AT. Free R value: a novel statistical quantity for assessing the 
accuracy of crystal structures. Nature. 1992;355(6359):472-5. 
172. Aguda AH, Lavallee V, Cheng P, Bott TM, Meimetis LG, Law S, et al. Affinity 
Crystallography: A New Approach to Extracting High-Affinity Enzyme Inhibitors from 
Natural Extracts. Journal of natural products. 2016;79(8):1962-70. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 249 
 
173. Tickle IJ. Statistical quality indicators for electron-density maps. Acta 
crystallographica Section D, Biological crystallography. 2012;68(Pt 4):454-67. 
174. Terwilliger TC, Adams PD, Moriarty NW, Cohn JD. Ligand identification using 
electron-density map correlations. Acta Crystallogr D. 2007;63:101-7. 
175. Agius L. Physiological control of liver glycogen metabolism: lessons from 
novel glycogen phosphorylase inhibitors. Mini reviews in medicinal chemistry. 
2010;10(12):1175-87. 
176. Begum J, Skamnaki VT, Moffatt C, Bischler N, Sarrou J, Skaltsounis AL, et al. 
An evaluation of indirubin analogues as phosphorylase kinase inhibitors. Journal of 
Molecular Graphics & Modelling. 2015;61:231-42. 
177. Aiston S, Coghlan MP, Agius L. Inactivation of phosphorylase is a major 
component of the mechanism by which insulin stimulates hepatic glycogen 
synthesis. European journal of biochemistry. 2003;270(13):2773-81. 
178. Carriere C, Mornon JP, Venien-Bryan C, Boisset N, Callebaut I. Calcineurin B-
like domains in the large regulatory alpha/beta subunits of phosphorylase kinase. 
Proteins. 2008;71(4):1597-606. 
179. Clark JNJS, R. L.;. Πειραματική Βιοχημεία. ΠΕΚ (ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΑΚΕΣ ΕΚΔΟΣΕΙΣ 
ΚΡΗΤΗΣ). 1992. 
180. Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of 
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. 
Analytical biochemistry. 1976;72:248-54. 
181. Colowick SPK, N. O. Methods in enzymology. Volume V. Preparation and 
assay of enzymes. New York and London: Academic Press. 1962. 
182. Tsitsanou KE, Oikonomakos NG, Zographos SE, Skamnaki VT, Gregoriou M, 
Watson KA, et al. Effects of commonly used cryoprotectants on glycogen 
phosphorylase activity and structure. Protein science : a publication of the Protein 
Society. 1999;8(4):741-9. 
183. Lukacs CM, Oikonomakos NG, Crowther RL, Hong LN, Kammlott RU, Levin W, 
et al. The crystal structure of human muscle glycogen phosphorylase a with bound 
glucose and AMP: an intermediate conformation with T-state and R-state features. 
Proteins. 2006;63(4):1123-6. 
184. Fiske CHaS, Y. The colorimetric determination of phosphorus. Journal of 
Biological Chemistry. 1925;66(2):375-400. 
185. Saheki S, Takeda A, Shimazu T. Assay of inorganic phosphate in the mild pH 
range, suitable for measurement of glycogen phosphorylase activity. Analytical 
biochemistry. 1985;148(2):277-81. 
186. Segel LH. Enzyme Kinetics, Behavior and Analysis of Rapid Equilibrium and 
Steasy-State Enzyme Systems. Wiley-New York. 1975. 
187. Leatherbarrow RJ. GraFit version 4.06. Erithacus Software Ltd Staines. 1998. 
188. Yoshida N, Sato M. Plasmid uptake by bacteria: a comparison of methods and 
efficiencies. Applied microbiology and biotechnology. 2009;83(5):791-8. 
189. Lebendiker M, Danieli T. Production of prone-to-aggregate proteins. FEBS 
letters. 2014;588(2):236-46. 
190. Bell CE, Lewis M. A closer view of the conformation of the Lac repressor 
bound to operator. Nature structural biology. 2000;7(3):209-14. 
191. Benov L, Al-Ibraheem J. Disrupting Escherichia coli: a comparison of methods. 
Journal of biochemistry and molecular biology. 2002;35(4):428-31. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 250 
 
192. Kar JR, Singhal RS. Investigations on ideal mode of cell disruption in extremely 
halophilic Actinopolyspora halophila (MTCC 263) for efficient release of glycine 
betaine and trehalose. Biotechnology reports. 2015;5:89-97. 
193. Brown RB, Audet J. Current techniques for single-cell lysis. Journal of the 
Royal Society, Interface. 2008;5 Suppl 2:S131-8. 
194. Logisz CC, Hovis JS. Effect of salt concentration on membrane lysis pressure. 
Biochimica et biophysica acta. 2005;1717(2):104-8. 
195. McCormick AM, Jarmusik NA, Endrizzi EJ, Leipzig ND. Expression, isolation, 
and purification of soluble and insoluble biotinylated proteins for nerve tissue 
regeneration. Journal of visualized experiments : JoVE. 2014(83):e51295. 
196. HealthCare G. Affinity Chromatography - Principles and Methods. 2007. 
197. Schmitt J, Hess H, Stunnenberg HG. Affinity purification of histidine-tagged 
proteins. Molecular biology reports. 1993;18(3):223-30. 
198. Harper S, Speicher DW. Purification of proteins fused to glutathione S-
transferase. Methods in molecular biology. 2011;681:259-80. 
199. AB GHB-S. Ion exchange columns and media. 2014. 
200. AB GHB-S. Ion Exchange Chromatography, Principles and Methods. 2016. 
201. Kyriakis E, Solovou TGA, Kun S, Czifrak K, Szocs B, Juhasz L, et al. Probing the 
beta-pocket of the active site of human liver glycogen phosphorylase with 3-(C-beta-
d-glucopyranosyl)-5-(4-substituted-phenyl)-1, 2, 4-triazole inhibitors. Bioorganic 
chemistry. 2018;77:485-93. 
202. AB GHB-S. HisTrap affinity columns. 2006. 
203. Terpe K. Overview of bacterial expression systems for heterologous protein 
production: from molecular and biochemical fundamentals to commercial systems. 
Applied microbiology and biotechnology. 2006;72(2):211-22. 
204. Balzer S, Kucharova V, Megerle J, Lale R, Brautaset T, Valla S. A comparative 
analysis of the properties of regulated promoter systems commonly used for 
recombinant gene expression in Escherichia coli. Microbial cell factories. 2013;12:26. 
205. Studier FW, Moffatt BA. Use of bacteriophage T7 RNA polymerase to direct 
selective high-level expression of cloned genes. J Mol Biol. 1986;189(1):113-30. 
206. Zhang SP, Zubay G, Goldman E. Low-usage codons in Escherichia coli, yeast, 
fruit fly and primates. Gene. 1991;105(1):61-72. 
207. Burgess-Brown NA, Sharma S, Sobott F, Loenarz C, Oppermann U, Gileadi O. 
Codon optimization can improve expression of human genes in Escherichia coli: A 
multi-gene study. Protein expression and purification. 2008;59(1):94-102. 
208. Garibyan L, Avashia N. Polymerase chain reaction. The Journal of investigative 
dermatology. 2013;133(3):1-4. 
209. Lee PY, Costumbrado J, Hsu CY, Kim YH. Agarose gel electrophoresis for the 
separation of DNA fragments. Journal of visualized experiments : JoVE. 2012(62). 
210. Hartl FU, Hayer-Hartl M. Molecular chaperones in the cytosol: from nascent 
chain to folded protein. Science. 2002;295(5561):1852-8. 
211. Buchberger A, Theyssen H, Schroder H, McCarty JS, Virgallita G, Milkereit P, 
et al. Nucleotide-induced conformational changes in the ATPase and substrate 
binding domains of the DnaK chaperone provide evidence for interdomain 
communication. The Journal of biological chemistry. 1995;270(28):16903-10. 
212. Nishihara K, Kanemori M, Kitagawa M, Yanagi H, Yura T. Chaperone 
coexpression plasmids: differential and synergistic roles of DnaK-DnaJ-GrpE and 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 251 
 
GroEL-GroES in assisting folding of an allergen of Japanese cedar pollen, Cryj2, in 
Escherichia coli. Applied and environmental microbiology. 1998;64(5):1694-9. 
213. Thomas JG, Ayling A, Baneyx F. Molecular chaperones, folding catalysts, and 
the recovery of active recombinant proteins from E. coli. To fold or to refold. Applied 
biochemistry and biotechnology. 1997;66(3):197-238. 
214. Bondos SE, Bicknell A. Detection and prevention of protein aggregation 
before, during, and after purification. Analytical biochemistry. 2003;316(2):223-31. 
215. Buc MH, Ullmann A, Goldberg M, Buc H. [Molecular mass and extinction 
coefficient of the glycogen phosphorylase b of rabbit muscle]. Biochimie. 
1971;53(3):283-9. 
216. Leslie AGWP, H. R.,. Processing Diffraction Data with Mosfilm. In Evolving 
Methods for Macromolecular Crystallography. Read, R. J.; Sussman, J. I., . Springer: 
2007. 2007;245:41-51. 
217. Evans P. Scaling and assessment of data quality. Acta crystallographica 
Section D, Biological crystallography. 2006;62(Pt 1):72-82. 
218. CCP4. "The CCP4 suite: programs for protein crystallography.". Acta 
crystallographica Section D, Biological crystallography. 1994;50:760-3. 
219. Adams PD, Afonine PV, Bunkoczi G, Chen VB, Davis IW, Echols N, et al. 
PHENIX: a comprehensive Python-based system for macromolecular structure 
solution. Acta crystallographica Section D, Biological crystallography. 2010;66(Pt 
2):213-21. 
220. Lebedev AA, Young P, Isupov MN, Moroz OV, Vagin AA, Murshudov GN. 
JLigand: a graphical tool for the CCP4 template-restraint library. Acta 
crystallographica Section D, Biological crystallography. 2012;68(Pt 4):431-40. 
221. Somsak L. Glucose derived inhibitors of glycogen phosphorylase. Comptes 
Rendus Chimie. 2011;14(2-3):211-23. 
222. Lawrence MCC, P. M.,. Shape Complementarity at Protein/Protein Interfaces. 
Journal of Molecular Biology. 1993;234(4):946-50. 
223. Leonidas DD, Oikonomakos NG, Papageorgiou AC, Xenakis A, Cazianis CT, 
Bem F. The ammonium sulfate activation of phosphorylase b. FEBS letters. 
1990;261(1):23-7. 
224. Madsen NB, Shechosky S, Fletterick RJ. Site-site interactions in glycogen 
phosphorylase b probed by ligands specific for each site. Biochemistry. 
1983;22(19):4460-5. 
225. Oikonomakos NG, Kosmopoulou M, Zographos SE, Leonidas DD, Chrysina ED, 
Somsak L, et al. Binding of N-acetyl-N '-beta-D-glucopyranosyl urea and N-benzoyl-N 
'-beta-D-glucopyranosyl urea to glycogen phosphorylase b: kinetic and 
crystallographic studies. European journal of biochemistry. 2002;269(6):1684-96. 
226. Andrade-Cetto A, Wiedenfeld H. Hypoglycemic effect of Cecropia obtusifolia 
on streptozotocin diabetic rats. Journal of ethnopharmacology. 2001;78(2-3):145-9. 
227. Rodriguez de Sotillo DV, Hadley M. Chlorogenic acid modifies plasma and 
liver concentrations of: cholesterol, triacylglycerol, and minerals in (fa/fa) Zucker 
rats. The Journal of nutritional biochemistry. 2002;13(12):717-26. 
228. Herrera-Arellano A, Aguilar-Santamaria L, Garcia-Hernandez B, Nicasio-Torres 
P, Tortoriello J. Clinical trial of Cecropia obtusifolia and Marrubium vulgare leaf 
extracts on blood glucose and serum lipids in type 2 diabetics. Phytomedicine : 
international journal of phytotherapy and phytopharmacology. 2004;11(7-8):561-6. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 252 
 
229. Naeem SH, P.; Barlow, D.  . Docking Studies of Chlorogenic Acid against 
Aldose Redutcase by using Molgro Virtual Docker Software. . J App Pharm Sci 
2013;3(1):13-20. 
230. Baskaran SK, Goswami N, Selvaraj S, Muthusamy VS, Lakshmi BS. Molecular 
dynamics approach to probe the allosteric inhibition of PTP1B by chlorogenic and 
cichoric acid. Journal of chemical information and modeling. 2012;52(8):2004-12. 
231. Akileshwari CR, G.; Muthenna, P.; Mueller, N. H.; Suryanaryana, P.; Petrash, J. 
M.; Reddy, G. B.  . Bioflavonoid ellagic acid inhibits aldose reductase: Implications for 
prevention of diabetic complications. . Journal of Functional Foods. 2014;6:374-83. 
232. Jadhav RP, G. Hypoglycemic and antidiabetic activity of flavonoids: boswellic 
acid, ellagic acid, quercetin, rutin on streptozocotin-nicotinamide induced type 2 
diabetic rats. . Int J Pharm and Pharmaceut Sci 2012;4(2):251-6. 
233. Ericsson UB, Hallberg BM, Detitta GT, Dekker N, Nordlund P. Thermofluor-
based high-throughput stability optimization of proteins for structural studies. 
Analytical biochemistry. 2006;357(2):289-98. 
234. Gamerdinger M, Deuerling E. Biochemistry. Trigger factor flexibility. Science. 
2014;344(6184):590-1. 
235. Hoffmann A, Bukau B, Kramer G. Structure and function of the molecular 
chaperone Trigger Factor. Biochimica et biophysica acta. 2010;1803(6):650-61. 
236. Saio T, Guan X, Rossi P, Economou A, Kalodimos CG. Structural basis for 
protein antiaggregation activity of the trigger factor chaperone. Science. 
2014;344(6184):1250494. 
237. Piao DC, Shin DW, Kim IS, Li HS, Oh SH, Singh B, et al. Trigger factor assisted 
soluble expression of recombinant spike protein of porcine epidemic diarrhea virus 
in Escherichia coli. BMC biotechnology. 2016;16(1):39. 
238. Gupta AJ, Haldar S, Milicic G, Hartl FU, Hayer-Hartl M. Active cage mechanism 
of chaperonin-assisted protein folding demonstrated at single-molecule level. J Mol 
Biol. 2014;426(15):2739-54. 
239. Chakraborty K, Chatila M, Sinha J, Shi Q, Poschner BC, Sikor M, et al. 
Chaperonin-catalyzed rescue of kinetically trapped states in protein folding. Cell. 
2010;142(1):112-22. 
240. Leibly DJ, Nguyen TN, Kao LT, Hewitt SN, Barrett LK, Van Voorhis WC. 
Stabilizing additives added during cell lysis aid in the solubilization of recombinant 
proteins. PloS one. 2012;7(12):e52482. 
241. Greenfield NJ. Circular dichroism analysis for protein-protein interactions. 
Methods in molecular biology. 2004;261:55-78. 
242. Greenfield NJ. Using circular dichroism spectra to estimate protein secondary 
structure. Nature protocols. 2006;1(6):2876-90. 
243. Yang JT, Wu CS, Martinez HM. Calculation of protein conformation from 
circular dichroism. Methods in enzymology. 1986;130:208-69. 
244. Johnson WC. Analyzing protein circular dichroism spectra for accurate 
secondary structures. Proteins. 1999;35(3):307-12. 
245. Kelly SM, Price NC. Circular dichroism to study protein interactions. Current 
protocols in protein science. 2006;Chapter 20:Unit 20 10. 
246. Wallace BA, Lees JG, Orry AJ, Lobley A, Janes RW. Analyses of circular 
dichroism spectra of membrane proteins. Protein science : a publication of the 
Protein Society. 2003;12(4):875-84. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 253 
 
247. Kelly SM, Price NC. The use of circular dichroism in the investigation of 
protein structure and function. Current protein & peptide science. 2000;1(4):349-84. 
248. Sreerama N, Woody RW. Computation and analysis of protein circular 
dichroism spectra. Methods in enzymology. 2004;383:318-51. 
249. Corrêa DHAR, C. H. I.  . The use of circular dichroism spectroscopy to study 
protein folding, form and function. Afr J Biochem Res. 2009;3:164-73. 
250. Thompson RF, Walker M, Siebert CA, Muench SP, Ranson NA. An introduction 
to sample preparation and imaging by cryo-electron microscopy for structural 
biology. Methods. 2016;100:3-15. 
251. Scarff CA, Fuller MJG, Thompson RF, Iadaza MG. Variations on Negative Stain 
Electron Microscopy Methods: Tools for Tackling Challenging Systems. Journal of 



















Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 254 
 
Μέρος της παρούσας διδακτορικής διατριβής έχει παρουσιασθεί στις ακόλουθες 
δημοσιεύσεις: 
 Stravodimos, G.A.*, Kantsadi, A.L.*, Apostolou, A.*, Kyriakis, E., Kafaski-
Kanelli, V-N., Gatzona, P., Liggri, P.G.V., Theofanous, S., Gorgogietas, V.A., 
Kissa, A., Psachoula, C., Lemonakis, A., Chatzileontiadou, D.S.M., Psarra, A. 
M., Skamnaki, V.T., Haroutounian, S.A., and Leonidas, D.D. (2018) Affinity 
Crystallography Reveals the Bioactive Compounds of Industrial Juicing By-
products of Punica granatum for Glycogen Phosphorylase.  Curr. Drug Disc. 
Technol. 15(1):41-53 
 Stravodimos, G.A., Chetter, B.A., Kyriakis, E., Kantsadi, A.L., Chatzileontiadou, 
D.S.M., Skamnaki, V.T., Kato, A., Hayes, J.M., Leonidas, D.D., (2017) Phytogen-
ic Polyphenols as Glycogen Phosphorylase Inhibitors: The Potential of Triter-
penes and Flavonoids for Glycaemic Control in Type 2 Diabetes. Curr. Med. 
Chem. 24(4):384-403 
 Kyriakis, E., Stravodimos, G. A., Kantsadi, A. L., Chatzileontiadou, D. S. M., 
Skamnaki, V. T., and Leonidas, D. D. (2015) Natural flavonoids as antidiabetic 
agents. The binding of gallic and ellagic acids to glycogen phosphorylase b. 
FEBS Lett 589, 1787-1794. 
 Skamnaki, V.T., Kantsadi, A.L., Chatzileontiadou, D.S.M., Stravodimos, G.A, 
Leonidas, D.D., Glycogen Metabolism Enzymes as Molecular Targets for Drug 
Development. In “Glycogen: Structure, Functions in the Body and Role in Dis-
ease” (2013) edited by Pedro L. Weiss and Brian D. Faulkner: Biochemistry 
Research Trends 
Δημοσιεύσεις στο επιστημονικό πεδίο της παρούσας διατριβής: 
 Kyriakis, E., Solovou, T. G. A., Kun, S., Czifrák, K., Szőcs, B., Juhász, L., Bokor, 
E., Stravodimos, G.A., Kantsadi, A. L., Chatzileontiadou, D. S. M., Somsák, L., 
Leonidas, D. D. (2018) Probing the β-pocket of the active site of human liver 
glycogen phosphorylase with 3-(C-β-Dglucopyranosyl)-5-(4-substituted-
phenyl)-1,2,4-triazole inhibitors. Bioorg Chem. Apr;77:485-493 
 Kun, S., Begum, J., Kyriakis, E., Stamati, E.C.V., Barkas, T.A., Szennyes, E., 
Bokor, É., Szabó, KE, Stravodimos, G.A., Sipos, Á., Docsa, T., Gergely, P., 
Moffatt, C., Patraskaki, M.S., Kokolaki, M.C., Gkerdi, A., Skamnaki, V.T., Leon-
idas, D.D., Somsák, L., Hayes, J.M. (2018) A multidisciplinary study of 3-(β-d-
glucopyranosyl)-5-substituted-1,2,4-triazole derivatives as glycogen phos-
phorylase inhibitors: Computation, synthesis, crystallography and kinetics re-
veal new potent inhibitors. Eur J Med Chem. 2018 Mar 10;147:266-278. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 255 
 
 Bokor, E., Kyriakis. E., Solovou, T.G., Koppány, C., Kantsadi, A.L., Szabó, K.E., 
Szakács, A., Stravodimos, G.A., Docsa, T., Skamnaki, V.T., Zographos, S.E., 
Gergely, P., Leonidas, D.D., Somsák, L. (2017) Nanomolar inhibitors of glyco-
gen phosphorylase based on β-D-glucosaminyl heterocycles: a combined syn-
thetic, enzyme kinetic and protein crystallography study. J. Med. Chem. 60 
(22):9251-9262 
 Kantsadi, A.L., Stravodimos, G.A., Kyriakis, E., Chatzileontiadou, D.S.M., 
Solovou, T.G., Kun, S., Bokor, E., Somsák, L, Leonidas, D.D. (2017) Van der 
Waals interactions govern C-β-D-glucopyranosyl triazoles' nM inhibitory 
potency in human liver glycogen phosphorylase. J. Struct. Biol. 199(1):57-67 
 Kantsadi, A.L, Bokor, É, Kun, S, Stravodimos, G.A., Chatzileontiadou, D.S., 
Leonidas, D.D., Juhász-Tóth, É., Szakács, A., Batta, G., Docsa, T., Gergely, P., 
Somsák, L. (2016) Synthetic, enzyme kinetic, and protein crystallographic studies 
of C-β-d-glucopyranosyl pyrroles and imidazoles reveal and explain low 
nanomolar inhibition of human liver glycogen phosphorylase. Eur. J. Med. Chem., 
123, 737-745.  
 Kantsadi, A.L., Parmenopoulou, V., Bakalov, D.N., Snelgrove, L., Stravodimos, 
G.A., Chatzileontiadou, D.S.M., Manta, S., Panagiotopoulou, A., Hayes, J.M., 
Komiotis, D., Leonidas, D.D. (2015) Glycogen phosphorylase as a target for type 2 
diabetes: synthetic, biochemical, structural and computational evaluation of 
novel N-acyl-N´-(β-D-glucopyranosyl) urea inhibitors. Curr. Top. Med. Chem. 15, 
2373-2389. 
 Kantsadi, A.L., Apostolou, A., Theofanous, S., Stravodimos, G. A., Kyriakis, 
E., Gorgogietas, V. A., Chatzileontiadou, D. S., Pegiou, K., Skamnaki, V. T., 
Stagos, D., Kouretas, D., Psarra, A. M., Haroutounian, S. A., and Leonidas, D. 
D. (2014) Biochemical and biological assessment of the inhibitory potency of 
extracts from vinification byproducts of Vitis vinifera extracts against 
glycogen phosphorylase, Food Chem. Toxicol 67, 35-43. 
 
Μέρος της παρούσας διδακτορικής διατριβής έχει παρουσιασθεί στα ακόλουθα 
επιστημονικά συνέδρια : 
 Stravodimos, G.A., Kyriakis, E., Solovou, T.G.A., Leonidas, D. D., Skamnaki, V. 
T. (2017) Expression, Purification and Crystallization of the catalytic γ subunit 
of human liver (hlPhK) glycogen phosphorylase kinase for structure determi-
nation. 68ο Πανελλήνιο συνέδριο της Ελληνικής Εταιρείας Βιοχημείας & 
Μοριακής Βιολογίας, Αθήνα (Αναρτημένη εργασία). 
 Kyriakis, E., Solovou, T.G.A., Stravodimos, G.A., Kantsadi, A.L., Chatzileonti-
adou, D. S. M., Skamnaki, V. T., Leonidas, D. D. (2017) β-D-glucosaminyl het-
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 256 
 
erocycles as nanomolar inhibitors of human liver glycogen phosphorylase. A 
kinetics and protein crystallography study. 68ο Πανελλήνιο συνέδριο της Ελ-
ληνικής Εταιρείας Βιοχημείας & Μοριακής Βιολογίας, Αθήνα (Αναρτημένη 
εργασία). 
 Στραβοδήμος, Γ.Α., Σολοβού, Θ.Γ.Α., Γκούσκου, Α.Δ., Κυριάκης, Ε., Λεωνίδας, 
Δ.Δ., Σκαμνάκη, Β.Θ. (2017) Έκφραση της καταλυτικής γ υπομονάδας της αν-
θρώπινης ηπατικής κινάσης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου. 1η Διεθνής 
Εαρινή Συνάντηση Νέων Ερευνητών της ΕΚΕ, Αθήνα (Προφορική ομιλία).  
 Σολοβού, Θ.Γ.Α., Στραβοδήμος, Γ.Α., Γκούσκου, Α.Δ., Κυριάκης, Ε., Λεωνίδας, 
Δ.Δ. και Σκαμνάκη, Β.Θ. (2016) Υψηλά επίπεδα ετερόλογης έκφρασης πρωτε-
ϊνών  με στόχο τις δομικές μελέτες. Η περίπτωση της ανθρώπινης ηπατικής 
φωσφορυλάσης του γλυκογόνου (HLGP). 22ο Πανελλήνιο Συνέδριο της Ένω-
σης Ελλήνων Χημικών, Θεσσαλονίκη (Αναρτημένη εργασία).  
 Στραβοδήμος, Γ.Α., Σολοβού, Θ., Κυριάκης, Ε., Χατζηλεοντιάδου, Δ.Σ.Μ., 
Γκούσκου, Α., Παπαδόπουλος, Γ., Σκαμνάκη, Β.Θ., Λεωνίδας, Δ.Δ. (2016) Έκ-
φραση της ρυθμιστικής α υπομονάδας της κινάσης της φωσφορυλάσης του 
γλυκογόνο. Νέες προσεγγίσεις σε ένα παλιό μύθο. 22ο Πανελλήνιο Συνέδριο 
της Ένωσης Ελλήνων Χημικών, Θεσσαλονίκη (Προφορική ομιλία).  
 Κυριάκης, Ε., Σολοβού, Θ., Στραβοδήμος, Γ.A., Καντσάδη, Α., Χατζηλεοντιά-
δου, Δ.Σ.Μ., Σκαμνάκη, Β., Λεωνίδας, Δ.Δ. (2016) Κινητικές και κρυσταλλο-
γραφικές μελέτες της σύνδεσης β-D-γλυκοπυρανόζυλο τριαζολίων στη φω-
σφορυλάση του γλυκογόνου. 22ο Πανελλήνιο Συνέδριο της Ένωσης Ελλή-
νων Χημικών, Θεσσαλονίκη (Προφορική ομιλία). 
 Kyriakis, E., Solovou, T.G.A., Stravodimos, G.A., Kantsadi, A.L., Chatzileonti-
adou, D.S.M., Skamnaki, V.T., Leonidas, D.D. (2016) The binding of β-D-
glucopyranosyl triazoles to glycogen phosphorylase. Kinetic and crystallo-
graphic studies. 8ο Διεθνές Συνέδριο της Ελληνική Κρυσταλλογραφικής Ε-
ταιρίας, Αθήνα (Αναρτημένη εργασία). 
 Solovou, T.G.A, Stravodimos, G.A., Gkouskou, A.D., Kyriakis, E., Leonidas, D.D 
and Skamnaki, V.T. (2016) High yield expression of "challenging" proteins for 
structural studies. The case of human liver glycogen phosphorylase (hlGP). 8ο 
Διεθνές Συνέδριο της Ελληνική Κρυσταλλογραφικής Εταιρίας, Αθήνα (Α-
ναρτημένη εργασία). 
 Stravodimos, G.A., Chatzileontiadou, D.S.M., Papadopoulos, G., Venien-
Bryan, C., Kontopidis, G., Leonidas, D.D., Skamnaki, V.T. (2015) Chaperone as-
sisted heterologous expression of regulatory domain (PHKA1) of human mus-
cle glycogen phosphorylase kinase. 66ο Πανελλήνιο συνέδριο της Ελληνικής 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 257 
 
Εταιρείας Βιοχημείας & Μοριακής Βιολογίας, Αθήνα (Αναρτημένη εργασί-
α). 
 Apostolou, A., Stravodimos, G.A., Kapsaski-Kanelli, V.N., Leonidas, D.D., 
Haroutounian, S. (2015) Assessment of Rosaceae Family Polyphenolic Plant 
Extracts Potential Antihyperglycaemic Effects against Glycogen Phosphory-
lase. 21ο Πανελλήνιο Συνέδριο της Ένωσης Ελλήνων Χημικών, Θεσσαλονί-
κη (Αναρτημένη εργασία). 
 Stravodimos G.A., Kantsadi, A.L., Cheruel-Quevillon, S., Vénien-Bryan, C., 
Herman Van Tilberg., Leonidas, D.D., Skamnaki, V.T. (2014) Expression and 
Purification of C-terminal regions of regulatory α and β subunits of glycogen 
phosphorylase kinase for structural and functional studies. 65ο Πανελλήνιο 
συνέδριο της Ελληνικής Εταιρείας Βιοχημείας & Μοριακής Βιολογίας, Θεσ-
σαλονίκη (Αναρτημένη εργασία). 
 Kyriakis, E., Stravodimos, G.A., Kantsadi, A.L., Liggri, P., Apostolou, A., Gor-
gogietas, V.A., Chatzileontiadou, D. S.M, Skamnaki, V.T., Psarra, A. M. 
Haroutounian, S.A., Leonidas, D.D. (2014) Assessment of various Greek poly-
phenolic plant extracts for potential antihyperglycaemic effect against glyco-
gen phosphorylase. 65ο Πανελλήνιο συνέδριο της Ελληνικής Εταιρείας Βιο-
χημείας & Μοριακής Βιολογίας, Θεσσαλονίκη (Αναρτημένη Εργασία). 
 Stravodimos, G.A., Kantsadi, A.L., Kyriakis, E., Liggri, P. G.V., Apostolou, A., 
Gorgogietas, V.A., Chatzileontiadou D.S.M, Kolokotroni V., Skamnaki, V.T., 
Psarra, A. M., Haroutounian, S.A., Leonidas, D.D. (2014) Assessment of poly-
phenolic extracts of Greek varieties of Vitis vinifera and Punica granatum for 
inhibitory potency against Glycogen Phosphorylase. 7ο Διεθνές Συνέδριο της 
Ελληνική Κρυσταλλογραφικής Εταιρίας, Ηράκλειο Κρήτης (Αναρτημένη Ερ-
γασία).  
 Kantsadi, A.L., Stravodimos, G.A., Kyriakis, E., Theofanous, S., Apostolou, A., 
Gorgogietas, V., Chatzileontiadou, D.S.M., Kolokotroni, V., Stagos, D., 
Kouretas, D., Skamnaki, V.T., Psarra, A. M., Haroutanian, S.A., Leonidas, D.D. 
(2014) The anti-hyperglycaemic potential of plant antioxidant molecules. 50ο 
Συνέδριο της Ευρωπαϊκής Εταιρείας Τοξικολογίας, Εδιμβούργο (Αναρτημέ-
νη Εργασία).   
 Kantsadi, A.L., Chatzileontiadou, D.S.M., Stravodimos, G.A., Leonidas, D.D. 
(2014) Structure based inibitor design targeting glycogen phosphorylase b. 
65ο Πανελλήνιο συνέδριο της Ελληνικής Εταιρείας Βιοχημείας & Μοριακής 
Βιολογίας, Θεσσαλονίκη (Προφορική ομιλία). 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 09:30:17 EEST - 137.108.70.13
 258 
 
 Stravodimos, G.A., Kantsadi, A.L., Theofanous, S., Psarra, A.-M.G., Adamou, 
E., Kotsona, K., Leonidas, D.D. (2012) Natural extracts from Greek grape vari-
eties as potential inhibitors of Glycogen Phosphorylase b. Biochemical and bi-
ological assessment. 6ο Διεθνές Συνέδριο της Ελληνική Κρυσταλλογραφικής 




Ala (A) Αλανίνη 
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Asn (N) Ασπαραγίνη 
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